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Abstract
The aim of the present work was to study the influence of different cyclodextrins
(α-, HP-α-, β-, HP-β, γ- und HP-γ-cyclodextrin) as components of eye drops on
the enzymatic hydrolysis of dipivefrine in the corneal epithelium. Therefor, en-
zymatic degradation of dipivefrine by corneal enzymes of bovine eyes and by the
purified enzyme butyryl cholinesterase was investigated. The interaction of dip-
ivefrine with cyclodextrins was tested in aqueous solution by the use of ultrafiltra-
tion, high performance liquid chromatography, UV- and 1H-NMR-spectroscopy.
The interaction of dipivefrine with corneal tissue was tested by the use of ther-
mal analysis and electron microscopy. The influence of some cyclodextrins on the
in-vitro permeation of dipivefrine through porcine cornea and the simultaneous
enzymatic release of epinephrine in the corneal epithelium was investigated. The
forced permeation of water through cornea from the endothelial to epithelial site
was tested with help of a pressurized permeation device and the modell data were
calculated to meet the physiological pressure in the eye.
Keywords:
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Zusammenfassung
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von ausgewa¨hl-
ten Cyclodextrinen (α-, HP-α-, β-, HP-β, γ- und HP-γ-Cyclodextrin) als Hilfs-
stoffe in Ophthalmika auf die enzymatische Esterspaltung von Dipivefrin im Cor-
neaepithel. Dazu waren neben der Betrachtung der enzymatischen Spaltung von
Dipivefrin durch corneale Enzyme von Rinderaugen und dem Reinenzym Butyryl-
cholinesterase Untersuchungen zu den Wechselwirkungen von Dipivefrin mit den
verwendeten Cyclodextrinen und dem cornealem Gewebe notwendig. Zur Charak-
terisierung der Dipivefrin/Cyclodextrin-Wechselwirkungen in wa¨ssriger Lo¨sung
wurden die Ultrafiltration, die Hochleistungs-Flu¨ssigchromatographie und die
UV- bzw. 1H-NMR-Spektroskopie eingesetzt. Die Ermittlung der Dipivefrin- bzw.
Cyclodextrin-Wechselwirkung mit dem cornealen Gewebe erfolgte mittels Ther-
moanalytik und Elektronenmikroskopie. Der Einfluss ausgewa¨hlter Cyclodextrine
auf die in-vitro-Permeation von Dipivefrin durch die Schweinecornea und auf die
dabei im Corneaepithel stattfindende enzymatische Freisetzung von Epinephrin
wurde untersucht. Mit Hilfe einer Druckpermeationszelle wurde der Einfluss von
Dipivefrin bzw. in Kombination mit α- und β-Cyclodextrin auf die forcierte Per-
meation von Wasser durch die Cornea von endothelial nach epithelial untersucht
und die Modelldaten auf den physiologischen Druck des Auges umgerechnet.
Schlagwo¨rter:
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Kapitel 1
Einleitung
Das Auge stellt an die Arzneiformen zur lokalen Therapie auf Grund seines diffe-
renzierten Aufbaus hohe Anforderungen. Zur Entwicklung geeigneter galenischer
Formulierungen ist die Kenntnis der verwendeten Arznei- und Hilfsstoffe sowie
deren Wechselwirkungen untereinander und mit den Geweben im Auge von ent-
scheidender Bedeutung.
Das dominierende Gewebe des a¨ußeren Auges, das als Barriere gegenu¨ber
Fremdsubstanzen wirkt, ist die Cornea. Durch ihren mehrschichtigen Aufbau setzt
sie eindringenden Stoffen einen deutlichen Widerstand entgegen und bestimmt
somit die okulare Bioverfu¨gbarkeit.
Ein in der Glaukomtherapie u. a. eingesetzte Arzneistoff ist Dipivefrin, ein Di-
pivalylester des Epinephrins [Kaback et al. 1976]. Das Prodrug Dipivefrin wurde
in die Therapie eingefu¨hrt, um die Resorption von Epinephrin nach okularer Ap-
plikation zu verbessern und die Wirkstoffbelastung zu minimieren [Kass 1979].
Die Konzentration von Epinephrin in den zugelassenen Arzneimitteln betra¨gt
1–2%. Demgegenu¨ber ließ sich die therapeutische Konzentration bei Dipivefrin
deutlich verringern und liegt in den derzeit auf dem Markt befindlichen Mono-
und Kombinationspra¨paraten bei maximal 0,1% Dipivefrinhydrochlorid [Rote
Liste 2002], entsprechend 0,067% Epinephrin.
Bei okularer Applikation wa¨ssriger Arzneistofflo¨sungen fließt der u¨berwiegen-
de Teil durch die Tra¨nenkana¨le ab und kommt systemisch zur Resorption, was
14
15
zu deutlichen Nebenwirkungen fu¨hren kann [Pfeifer et al. 1995]. Auch in dieser
Beziehung erwiesen sich Prodrugs durch die Verringerung der Substanzbelastung
ha¨ufig als optimierend.
Die Hydrolyse von Dipivefrin ist temperatur- und pH-abha¨ngig und wird
ausfu¨hrlich in der Literatur beschrieben [Brittain 1993]. Bei einem pH-Wert
von 7,4 hydrolysiert Dipivefrin schnell in Epinephrin und Pivalylsa¨ure. Es wur-
den bisher vielfa¨ltige Versuche unternommen, um Dipivefrin in wa¨ssriger Lo¨sung
bei dem physiologischen pH7,4 zu stabilisieren [Jarho et al. 1997]. In den derzeit
auf dem Markt befindlichen Arzneimitteln wird allerdings ein euhydrischer pH-
Wert im Bereich von 3,5–4,5 verwendet. Dieser pH-Wert stellt eine Kompromiss
zwischen physiologischer Vertra¨glichkeit und Stabilita¨t des Arzneistoffes dar und
beru¨cksichtigt daru¨ber hinaus die Bioverfu¨gbarkeit des Pharmakons.
Zur Stabilisierung, Lo¨slichkeitsverbesserung und Verbesserung der Bioverfu¨g-
barkeit von Dipivefrin wurden bereits in einigen Arbeitsgruppen mit verschiede-
nen Cyclodextrinen (CD) unternommen, insbesondere mit SBE-β-CD und HP-
β-CD [Loftsson und Ja¨rvinen 1999]. Eine
”
Komplexierung“ zwischen dem
Arzneistoff und den Kavita¨ten-bildenden CD wurde von den Autoren angenom-
men. Allgemein sind konzentrationsabha¨ngige Beschleunigung oder Hemmung
von hydrolytischen und enzymatisch Reaktionen durch Cyclodextrine seit lan-
gem in der Literatur bekannt [Chin et al. 1968].
Kapitel 2
Problemstellung
Gegenstand der Untersuchungen vorliegender Arbeit war der Einfluss von Hilfss-
toffen in Ophthalmika auf die enzymatische Esterspaltung von relevanten Arznei-
stoffen. Dipivefrin diente als Modellarzneistoff eines Esterprodrugs. Als Hilfsstoffe
gelangten α-, β und γ-CD und deren Hydroxypropylderivate zur U¨berpru¨fung.
Fu¨r die ex-vivo-Versuche sollten die ha¨ufig in der Ophthalmikaforschung ver-
wendeten Rinder- und Schweineaugen genutzt werden.
Fu¨r die Metabolisierungsuntersuchungen war das Epithel der Cornea, das ein
besonders stoffwechselaktives Gewebe darstellt und mit dem ein Pharmakon nach
Applikation im Auge prima¨r in Kontakt tritt, von vorrangigem Interesse. Mit Hil-
fe eines Reinenzyms sollten die Stoffwechselleistungen vergleichend eingescha¨tzt
werden.
Die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse erforderte weiterhin Untersu-
chungen zu den Wechselwirkungen zwischen DPE und den verwendeten Cyclod-
extrinen sowie zwischen dem cornealem Gewebe und Dipivefrin bzw. den Cyclo-
dextrinen, wozu die folgenden Methoden herangezogen wurden: die Ultrafiltra-
tion, die Hochleistungs-Flu¨ssigchromatographie (HPLC), die UV-Spektroskopie,
die 1H-NMR-Spektoskopie, die Differential-Thermo-Analyse/Thermogravimetie
(DTA/TG)sowie die Elektronenmikroskopie.
Durch in-vitro-Permeations- und Penetrationsmodelle sollte exemplarisch die
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Einflussnahme von Cyclodextrinen auf die okulare Resorption von Dipivefrin er-
mittelt werden.
Durch Einsatz einer zu entwickelnden Druckzelle sollten der Einfluss auf den
Diffusionsfluss des Wasser durch die Cornea unter Modellbedingungen untersucht
und Ru¨ckschlu¨sse auf die physiologischen Bedingungen mit Hilfe eines mathema-
tischen Modells gezogen werden.
Kapitel 3
Grundlagen
3.1 Das menschliche Auge
3.1.1 Allgemeine Bemerkungen
Fu¨r das Versta¨ndnis physiologischer und pathophysiologischer Vorga¨nge sowie
fu¨r die pharmakologische Wirkung von topisch als auch systemisch angewandten
Arzneistoffen ist die Kenntnis des anatomischen Aufbaus des Auges von gro¨ßter
Wichtigkeit. Von keinem anderen Sinnesorgan ist das menschliche Leben in so
hohem Maße abha¨ngig. Das visuelle System liefert mit Abstand die gro¨ßte Infor-
mationsmenge u¨ber unsere Umwelt.
3.1.2 Anatomie
Das Sehorgan besteht aus dem Augapfel mit einem Gewicht von ca. 8 g und
den Anhangsgebilden, zu denen Schutzeinrichtungen und ein Bewegungsapparat
geho¨ren. Die paarig angelegten Auga¨pfel (Bulbi oculi) liegen in Knochenho¨hlen
(Orbita) des vorderen Gesichtsscha¨dels. Zu den Schutzeinrichtungen geho¨ren die
von sieben Knochenteilen gebildete Augenho¨hle, die Augenlider (Palpebrae), die
Bindehaut (Tunica conjunctiva) und der Tra¨nenapparat (Apparatus lacrimalis).
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Abbildung 3.1: Lateralschnitt durch das menschliche Auge [Beck und Lange-
hage 1995]
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Die a¨ußeren Augenmuskeln (Musculi bulbi), die Tenon-Kapsel (Vagina bulbi) und
der Fettko¨rper (Corpus adiposum) sind die Bestandteile des Bewegungsapparates.
Die Augenlider (Abb. 3.1) verteilen durch einen unwillku¨rlich ausgelo¨sten
Lidschlag das Sekret der Tra¨nendru¨sen (Glandulae lacrimales), den Mucus der
Goblet-Zellen und da00s Sekret der akzessorischen Tra¨nendru¨sen der Conjukti-
va gleichma¨ßig u¨ber die Corneaoberfla¨che. Diese Prozesse dienen zur Befeuch-
tung, Erna¨hrung und Reinigung. Von den ≈ 50µl Tra¨nenflu¨ssigkeit befindet
sich ungefa¨hr die Ha¨lfte im Bindehautsack, der Rest bildet den 5–10µm dicken
schu¨tzenden Tra¨nenfilm [Mishima 1965,Mishima et al. 1966]. Der Abfluss u¨ber
den Weg Tra¨nenkana¨lchen-Tra¨nensack-Tra¨nennasengang in die Nasenho¨hle und
die Verdunstung aus dem Tra¨nenfilm werden durch eine Neubildungsrate von 1–
2µl·min−1 [Sørensen und Taagehøj Jensen 1979] ausgeglichen. Die in der
Tra¨nenflu¨ssigkeit enthaltenen Proteine, 6–20 g·l−1 [Berman 1978], bestehen aus
Albuminen und Lysozym. Sie spielen beim Entzu¨ndungsgeschehen und der In-
fektabwehr eine Rolle [Hankiewicz und Swierczek 1974,Ensink und van
Haeringen 1977] und unterstu¨tzen die pH-Regulation.
Der Augapfel selbst besteht aus konzentrisch angeordneten Gewebsschichten
und ist nahezu kugelfo¨rmig. Von außen sind nur die sta¨rker als der Rest des Aug-
apfels gekru¨mmte durchsichtige Hornhaut (Cornea) und die angrenzenden Teile
der Lederhaut (Sklera) zu sehen. Die Versorgung des Auges erfolgt durch insge-
samt 12 Nerven, darunter sind vier Hirnnerven und eine Reihe verschiedener sym-
pathischer Fasern. Die vier Hirnnerven besitzen ihren Ausgangspunkt direkt im
Gehirn und nicht im Bereich des Ru¨ckenmarks. Die Blutversorgung erfolgt u¨ber
die Augenho¨hlenschlagader (Arteria ophthalmica). Neben der Versorgungsfunk-
tion haben die Gefa¨ße der Aderhaut (Chorioidea) im Bereich der Rezeptorzellen
mit ihrem hohen Blutminutenvolumen die Aufgabe, die Temperaturkonstanz der
Netzhaut (Retina) sicherzustellen.
Fu¨r den Sehvorgang selbst entha¨lt die Retina drei Typen von lichtempfindli-
chen Zellen, ca. 6Mio. Zapfen, ca. 120Mio. Sta¨bchen [Hubel 1989,Thews et al.
1999] und die erst seit kurzem bekannten melanopsinhaltigen retinalen Ganglion-
Zellen [Hattar et al. 2002]. Die Funktion der Zapfen fu¨r das Farbsehen und der
Sta¨bchen fu¨r das Hell-Dunkel-Sehen ist schon seit langem bekannt. Die retinalen
Ganglion-Zellen hingegen sind Gegenstand der neuesten Forschung. Wahrschein-
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lich u¨ber Melanopsin als photosensitives Pigment synchronisieren bzw. modulie-
ren sie den circadianen Schrittmacher im Gehirn, den Nukleus suprachiasmaticus
im Hypothalamus, mit dem realen Tag-Nacht-Rhythmus [David et al. 2002]. Die
Bedeutung der retinalen Hell-Dunkel-Wahrnehmung fu¨r den circadianen Rhyth-
mus findet in den retinalen Ganglion-Zellen ihren Ausgangspunkt.
Die Sclera ist die dem Auge formgebende Bindegewebskapsel. Sie besteht aus
einem dichten Geflecht kollagener Fasern, die netzartig gegeneinander versetzt
laufen. Dies garantiert eine hohe Festigkeit und die fu¨r eine einwandfreie optische
Abbildung notwendige Formstabilita¨t.
An der Vorderseite des Auges geht die Sklera in die Cornea u¨ber. Deren
Durchsichtigkeit wird von mehreren Faktoren bestimmt. Die Cornea besitzt keine
Blutgefa¨ße, die vorhandenen Epithelschichten sind unverhornt und das Stroma
besteht aus regelma¨ßig angeordneten Lamellen kollagener Fasern, in die eine gly-
koproteinreiche Kittsubstanz eingelagert ist. Das Fehlen von Blutgefa¨ßen macht
eine Versorgung der Cornea durch Diffusion notwendig. Die Versorgung mit den
erforderlichen Na¨hrstoffen sowie der Abtransport von Stoffwechselprodukten er-
folgen u¨ber das Kammerwasser, die Tra¨nenflu¨ssigkeit und die arteriellen Gefa¨ße
am Rand der Cornea [Thews et al. 1999]. Auch die notwendige Sauerstoffver-
sorgung geschieht durch Diffusion, im Falle geo¨ffneter Augenlider direkt durch
den Sauerstoff aus der umgebenden Atmospha¨re, bei geschlossenen Lidern durch
Diffusion vorrangig aus den Blutgefa¨ßen an der Innenseite der Augenlider. Die
Cornea weist einen fu¨nfschichtigen Aufbau auf (Abb. 3.2).
Der Durchmesser der Cornea betra¨gt≈ 11,5mm und eine zur Mitte hin zuneh-
mende Dicke von 0,5–0,7mm. Die a¨ußerste Schicht ist das Corneaepithel, ein nach
außen durch flache Deckzellen mit Mikrovilli, nach innen durch stufenfo¨rmige Ba-
salzellen begrenztes, ca. sechs Zellschichten dickes Plattenepithel mit einer Dicke
von ≈ 50µm. Das Epithel gilt als Hauptbarriere der Cornea gegenu¨ber Wasser
und hydrophilen Substanzen; die engen Interzellularra¨ume schra¨nken das Ein-
dringen von Substanzen mit einer Moleku¨lmasse u¨ber 1000 ein [Mitra 1993].
Die Trennung von Epithel und Stroma erfolgt durch die Bowman´sche Mem-
bran. Das Stroma besteht zu 70% aus Wasser und tra¨gt zu ca. 90% an der
Gesamtmasse der Cornea bei. Die Descemet´sche Membran begrenzt das Stroma
nach innen. Als innerste Zellschicht schließt sich das Endothel an, ein Mono-
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Abbildung 3.2: Schichtaufbau der Cornea [Pfeifer et al. 1995]: HEp Hornhau-
tepithel, a¨B a¨ußere Basalmembran, St Stroma, iB innere Basalmembran, HEn
Hornhautendothel
layer abgeflachter Zellen, welche hauptverantwortlich fu¨r die Hydratisierung des
Stromas sind. Das Stroma befindet sich im Zustand einer relativen Dehydratisie-
rung [Ohrloff 1987]. Bedingt durch Kollagen, Mucopolysaccharide und Elek-
trolyte ist es daher hyperton, wodurch der passive interzellula¨re Einstrom von
Wasser gefo¨rdert wird. Den Wassergehalt regulieren Endothel und Epithel durch
aktiven Ionentransport [Klyce und Crosson 1985,Wigham et al. 1996].
Im U¨bergangsbereich von Sklera zu Cornea liegt an der Innenseite des Au-
ges der Schlemm´sche Kanal, durch den der Großteil des Kammerwassers aus
der vorderen Augenkammer nach Passage des Trabekelnetzwerkes abfließt. Der
Schlemm´sche Kanal ist ein ringfo¨rmiges Gefa¨ß, welches das Kammerwasser zur
Vene hin ableitet. Die Abflussmenge ist im Normalfall gleich der produzierten
Kammerwassermenge, so dass sich ein Gleichgewicht mit einem Druck von 10–
21mmHg einstellt. Der intraokulare Druck (IOP) verhindert, dass sich der gesam-
te Ziliarko¨rper sich bei nicht kontrahiertem Ziliarmuskel nach vorn, d. h. ventral,
zum Linsenrand hin, verlagern kann und ha¨lt durch diesen hydrostatischen Druck
den Augenbulbus in seiner Form.
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Gebildet wird das Kammerwasser in den Epithelzellen des Ziliarko¨rpers. Es
wird als Ultrafiltrat (proteinarme Flu¨ssigkeit) aus dem Kapillarblut abgepresst.
Von der hinteren Augenkammer fließt es u¨ber den Irisrand durch die Pupil-
leno¨ffnung in die vordere Augenkammer. Von dort verla¨sst das Kammerwasser
u¨ber das Trabekelnetzwerk und den Schlemm´schen Kanal, durch Ru¨ckdiffusion
sowie u¨ber den uveo-skleralen Abfluss und spezielle Venolen die Augenkammer.
3.1.3 Enzymsysteme des Auges
Sowohl im menschlichen Auge als auch in den okularen Geweben von ha¨ufig
fu¨r Forschungszwecke eingesetzten Tieren (Kaninchen, Rind, Schwein und Ratte)
wurde ein großes Spektrum von Enzymsysteme gefunden. Die Enzyme liegen in
unterschiedlicher Aktivita¨t in allen okularen Geweben [Coupland et al. 1993b,
Coupland et al. 1994, Shiono et al. 1986] und dem Tra¨nenfilm [Hockwin
1985a,Hart 1992] vor.
Damit ko¨nnen prinzipiell alle im Folgenden genannten Phase-I- und Phase-II-
Reaktionen ablaufen:
3.1.3.1 Phase-I-Reaktionen (Funktionalisierung)
1. Oxidationen
• aliphatische und aromatische Hydroxylierungen
• Epoxidierung von Doppelbindungen
• Oxidation von Heteroatomen, Alkoholen, Aldehyden
• oxidative Dealkylierung, Desaminierung, Desulfonierung
• Oxidation von Phenolen zu Chinonen
• Aromatisierung von alizyklischen Verbindungen
2. Reduktionen
• Reduktion von Aldehyden, Ketonen, Chinonen, Kohlenstoff-Mehrfach-
bindungen
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• Reduktion von Nitro- und Azogruppen, N-Oxiden, Disulfiden und Sul-
foxiden, Arsen-V- zu Arsen-III-Verbindungen
• reduktive Dehalogenierung
• Dehydroxylierung von Alkoholen und Phenolen
3. Hydrolysen
• Hydrolyse von Carbonsa¨ureestern, Carbamaten, Glykosiden
• Hydrolyse von Amiden, Imiden, Nitrilen, Epoxiden, Aziridinen
• hydrolytische Dehalogenierung
3.1.3.2 Phase-II-Reaktionen (Konjugationen)
1. Glucuronsa¨ure-Konjugationen
2. Aminosa¨ure-Konjugationen
• Glycin-Konjugation (Hippursa¨ure-Synthese)
• Ornithursa¨ure-Synthese
• Glutamin-Konjugation
• Mercaptursa¨ure-Synthese (Glutathion-Konjugation)
• Arginin-, Serin-, Taurin, Peptid-Konjugation
3. Schwefelsa¨ure-Konjugation (Sulfatierung)
4. Methylierung, Hydroxymethylierung, Methylthionierung
5. Essigsa¨ure-Konjugation (Acetylierung)
6. Thiocyanatbildung (Cyanid-Entgiftung)
3.1.3.3 Phase-I-Enzyme
Cytochrom P450: Die Cytochrom P450 (CYP) Monooxigenasen sind die be-
deutendste Einzelgruppe innerhalb der Phase-I-Enzyme. Das mikrosomale En-
zymsystem setzt sich aus verschiedenen Einheiten, dem Hemoprotein Cytochrom
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P450, einem Flavinprotein, der NADPH-CYP(c)-Reduktase und einem Phospho-
lipid zusammen [Schwartzman und Abraham 1990]. CYP ist eine große Grup-
pe von Enzymen, die sich in verschiedene Isoformen mit unterschiedlichen Sub-
stratspezifita¨ten aufteilt. Es werden sowohl endogene als auch exogene Substrate
metabolisiert. Beim Menschen sind eine Vielzahl der dreißig bekannten Unterfa-
milien von CYP vertreten (CYP1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2D6, 2E1, 3A4)
[Wrighton und Stevens 1992,Ford et al. 1996]. Die Produkte sind gewo¨hnlich
polarer als ihre Substrate und machen sie daher zuga¨nglicher fu¨r die folgenden
Phase-II-Reaktionen oder die Elimination aus dem Organismus. Erstmals konn-
te Shichi die Anwesenheit von CYP im Rinderauge nachweisen [Shichi 1969].
Schwartzman et al. untersuchten die biologische Aktivita¨t von CYP mit verschie-
denen Markern in den einzelnen Geweben des Auges [Schwartzman et al. 1987].
Der Ziliarko¨rper und das pigmentierte Netzhautepithel zeigten, mit Ausnahme
der Bildung biologisch aktiver Metaboliten der Arachidonsa¨ure, die ho¨chste Ak-
tivita¨t. Abraham et al. identifizierten als Erste die NADPH-Cytochrome-P450(c)
Reduktase im humanen Corneaepithel und bestimmten eine Aktivita¨t von 20%
im Vergleich zur humanen Leber [Abraham et al. 1987].
Flavinhaltige Monooxigenasen: Flavinhaltige Monooxigenasen (FMO) ka-
talysieren Sauerstoff- und NADPH-abha¨ngige Oxidationen einer großen Reihe
von Substanzen [Ziegler 1988]. Die Rolle von FMO an der gesamten Akti-
vita¨t der Monooxigenasen im Stoffwechsel des Auges ist bisher nicht eindeutig
bestimmt.
Monoaminoxidasen: Monoaminoxidasen (MAO) katalysieren die Oxidation
von endogenen und exogenen Aminen. Zwei Isoformen, MAO-A und MAO-B,
sind bekannt. MAO sind in den Mitochondrien lokalisiert und fu¨r den Abbau der
Neurotransmitter vom Catecholamintyp zusta¨ndig. Die MAO-Aktivita¨t wurde in
vielfa¨ltiger Weise beschrieben. Im Kaninchenauge wurde die Aktivita¨t zuerst im
Iris-Ziliarko¨rper gefunden [Krishna et al. 1961, Shantaverappa und Bour-
ne 1964]. Waltman et al. fanden beim Kaninchen eine Aktivita¨t von 55% im
Iris-Ziliarko¨rper und von 16% in der Retina/Choroid im Vergleich zum Leberge-
webe [Waltman und Sears 1964]. Gawienowski et al. bestimmten am Augenge-
webe vom Schaf mit Hilfe des Modellsubstrates Tyramin in vitro eine Rangfolge
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der Aktivita¨t der verschiedenen Gewebetypen: Ziliarko¨rper > Netzhaut > Trabe-
kelnetzwerk > Choriod > Iris [Gawienowski et al. 1982]. Die MAO-Aktivita¨t
fu¨hrt zum Abbau verschiedener Arzneistoffe. Beschrieben ist dies fu¨r die Oxidati-
on verschiedener β-Blocker (Propranolol, Timolol, Alprenolol) [Benedetti et al.
1988] und Dipivefrin [Anderson et al. 1980].
Hydrolasen (Lysosomale Enzyme): Lysosomale Enzyme sind saure Hydro-
lasen, beladen mit Lysosomen [Coupland et al. 1993b]. Proteine, Glucosamine,
Nukleinsa¨uren, Fette und andere Biomoleku¨le werden durch Hydrolasen abge-
baut. Im Auge wurden in vielen Geweben, u. a. im pigmentierten Retinaepithel,
im Ziliarko¨rper, in der Iris, der Cornea und der Konjunktiva, 13 verschiedene
Hydrolasen gefunden, darunter die saure Phosphatase, die β-Glucuronidase, die
Arylsulfatase, die saure Lipase, die Dipeptidyl-Peptidase und die Aminopeptida-
se [Hayasaka 1983,Coupland et al. 1993b]. Fu¨r die Aminopeptidase bestimm-
ten Stratford et al. in der Kaninchencornea und -konjunktiva eine Aktivita¨t von
5–15% im Vergleich zur Ileum-Aktivita¨t [Stratford jr. und Lee 1985]. Die
Hydrolasen spielen bei verschiedenen Augenerkrankungen eine Rolle, z. B. beim
Glaukom [Hayasaka 1983].
Esterasen: Das typische Substrat dieser Enzymklasse sind Carboxylester. Lee
et al. untersuchten die Aktivita¨ten an den Geweben von Kaninchen- und Rin-
deraugen [Lee et al. 1982-83,Lee 1983,Lee et al. 1985]. Die Esteraseaktivita¨t
im Rinderauge ist hauptsa¨chlich mikrosomaler Natur [Lee et al. 1982-83], mit
den ho¨chsten Aktivita¨ten im Iris-Ziliarko¨rper und im cornealen Epithel. Im Ge-
gensatz zur Dominanz des Carboxylesterase-Systems der Leber wird die Akti-
vita¨t der Esterasen im Auge hauptsa¨chlich durch die Butyrylcholinesterase be-
stimmt [Lee et al. 1985]. Eine Reihe von Arzneistoffen wird durch die Esterasen
des Auge metabolisiert, darunter Dexamethason-Valerat [Taniguchi et al. 1988],
Prednisolon-Succinat [Tsuji et al. 1987], Acetylsalicylsa¨ure [Valeri et al. 1989]
und Pilocarpin [Ellis et al. 1972]. Auch das Prodrug Dipivefrin wird durch die
Esterasen des Auges zu seiner Wirkform, dem Epinephrin, metabolisiert, wo-
bei der Hauptanteil der Hydrolyseleistung im Auge auf die Cornea entfa¨llt [An-
derson et al. 1980]. Die Fa¨higkeit des okularen Gewebes, Esterbindungen zu
spalten, hat neben DPE zu weiteren Ester-Prodrug-Entwicklungen gefu¨hrt, z. B.
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Pilocarpin-Prodrugs [Bundgaard et al. 1986], Tropanalkaloid-Prodrugs [Ku-
mar et al. 1993b,Kumar et al. 1993a].
Ketoreduktasen: Ketone werden durch ein NADPH-abha¨ngiges Enzym im
Cytosol der Zellen reduziert. Aus pharmazeutischer Sicht ist die Reduktion des
Antiglaukomatosums Levobunolol zu seinem aktiven Dihydroxymetaboliten von
Bedeutung [Tang-Liu et al. 1987]. Die ho¨chste Aktivita¨t wurde bei Untersuchun-
gen am Kaninchenauge im cornealem Epithel gefunden [Lee et al. 1988]. Bodor
et al. konnten eine stereospezifische Funktion des Enzyms u. a. am Adrenalin
nachweisen [Bodor und Visor 1984,Bodor und Prokai 1990].
Aldosereduktase: Die Aldosereduktase vermittelt die Umwandlung von Glu-
cose u¨ber Sorbitol in Fructose. Bei einem U¨berangebot von Glucose bei einer be-
stehenden diabetischen Erkrankung fu¨hrt dieser Weg zu einer Anreicherung von
Sorbitol in den Zellen und tra¨gt so zur Ausbildung der diabetischen Retinopathie
und zur Kataraktbildung bei [Sato et al. 1993]. Selbige Untersuchung lokalisierte
die Aldosereduktase im menschlichen Auge im pigmentierten Retinaepithel.
Aldehydoxidase: Das molybda¨n- und eisenhaltige cytosolische Enzym oxidiert
N-heterocyclische Verbindungen und Aldehyde. Shimida et al. haben die Aldehy-
doxidase aus Rinder- und Kaninchenauge isoliert und Substrate (Sulindac, Chlo-
ramphenicol) bestimmt [Shimada et al. 1989b,Shimada et al. 1988,Shimada
et al. 1989a,Shimada et al. 1987].
3.1.3.4 Phase-II-Enzyme
Glutathionkonjugation: Es wird eine Thioesterverbindung zwischen dem Tri-
peptid Glutathion (GTH) und dem elektrophilen Zentrum einer Verbindung her-
gestellt. Die Glutathionkonjugate werden entweder direkt oder nach Umwand-
lung in Mercaptursa¨ure-Derivate ausgeschieden. Diese Reaktion wird durch das
Enzym Gluthathion-S-Transferase (GST) katalysiert oder la¨uft spontan ab. Im
Rinderauge konnten alle notwendigen Enzyme fu¨r die Mercaptursa¨urebildung aus
Arzneistoffen gefunden werden [Saneto et al. 1982b]. Die ho¨chsten Aktivita¨ten
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in okularen Geweben wurden im Ziliarko¨rper, der Retina und der Cornea ge-
messen [Saneto et al. 1982a]. GST ist eine große Familie von Enzymen — im
Rinderauge konnten mehrere Isoformen (α, µ, pi) isoliert werden [Ahmad et al.
1988].
UDP-Glucoronyltransferase: UDP-GT vermittelt die Konjugation von Sub-
straten mit dem Co-Faktor UDP-Glucuronsa¨ure (UDP-GA). Vier Typen von Glu-
curonidierungen ko¨nnen gezeigt werden: die O-, die S-, die N- und die C-Form.
UDP-GT ist ein membrangebundenes Enzym mit verschiedenen Isoformen. Im
Rinderauge wurde eine hohe Aktivita¨t im Iris-Ziliarko¨rper beschrieben [Das und
Shichi 1981]. Im Kaninchenauge wurde die Aktivita¨t mit verschiedenen Substra-
ten nachgewiesen und in allen Geweben außer der Cornea gefunden [Watkins
III. et al. 1991].
Acetyltransferase: Durch die Acetyltransferase wird die U¨bertragung einer
Acetylgruppe einer endogenen Verbindung (z. B. Coenzym A) auf Substrate mit
Hydroxyl-, prima¨ren Amino- und Sulfhydryl-Gruppen katalysiert [Weber et al.
1990]. Diese Reaktion kann zur Bildung mutagener oder kanzerogener aroma-
tischer Amine und Hydrazine fu¨hren. Es wird zwischen
”
schnellen“ und
”
lang-
samen“ Acetylierern unterschieden. N-Acetyltransferase-Aktivita¨ten sind sowohl
fu¨r Rinderaugen [Shichi und Nebert 1982,Gaudet und Chader 1992] als
auch fu¨r Kaninchenaugen [Watkins III. et al. 1991,Campbell et al. 1991]
beschrieben worden.
Sulfotransferase: Das cytosolische Enzym Sulfotransferase u¨bertra¨gt Sulfat-
reste von Adenosin-3’-phosphat-5’-phosphosulfat auf ein Substrat [Mulder und
Jacoby 1990]. Die U¨bertragung ist ein wichtiger Stoffwechselweg fu¨r Substan-
zen mit phenolischen, alkoholischen oder Hydroxylamin-Gruppen. Im humanen
Stoffwechsel ist dies fu¨r adrenerge Arzneistoffe, wie Propranolol und Albuterol,
von Bedeutung. Das Enzym wurde beim Kaninchen in der Cornea, dem Iris-
Ziliarko¨rper, dem Choroid und der Netzhaut nachgewiesen; die ho¨chste Aktivita¨t
wurde in der Cornea mit 31% der Leberaktivita¨t gefunden [Watkins III. et al.
1991].
29
Epoxidhydrolase: Die Epoxidhydrolase (EH) wandelt Epoxide in Diole um.
Es sind zwei Hauptklassen der EH bekannt: die mikrosomale EH (mEH) und die
cytosolische EH (cEH). Die Aktivita¨t ist gering und am sonst so stoffwechselakti-
ven Kaninchenauge konnte keine Aktivita¨t von EH nachgewiesen werden [Wat-
kins III. et al. 1991].
O-Methyltransferasen: Der wichtigste Vertreter ist die Catechol-O-Methyl-
transferase (COMT). Zusammen mit dem Methylgruppen-U¨bertra¨ger S-Adeno-
sylmethionin wird durch COMT die Bildung adrenerger Neurotransmitter kata-
lysiert, S-Adenosylmethionin liefert die Methylgruppe fu¨r diese Reaktion. Weite-
re Vertreter dieser Gruppe sind die Hydroxyindol-O-Methyltransferase (HOMT)
und die Protein-Carboxy-O-Methyltransferase. Beim Menschen zeigt die cytoso-
lische COMT verschiedene Isoformen, und eine Reihe von Arzneistoffen dienen
als Substrat (Isoprenalin, Propranolol, Dobutamin und α-methyl-DOPA). COMT
methyliert Isoproterenol in vitro in der Kanincheniris [Patil und Trendelen-
burg 1982]. HOMT-Aktivita¨t wurde in den okularen Geweben von Ente [Car-
dinali und Rosner 1972] und Kaninchen [Nowak et al. 1993] nachgewiesen.
Bausher und Sears fanden in vivo am Kaninchen Effekte eines COMT-Inhibitors
auf den Metabolismus von Epinephrin [Bausher und Sears 1976]. Sie vermute-
ten eine potentielle Anwendungsmo¨glichkeit fu¨r die nachgewiesene Inhibition des
Epinephrin-Abbaus im Auge auf den hypotensiven Effekt.
N-Methyltransferasen: Durch diese Gruppe von Enzymen wird die U¨ber-
tragung von Methylgruppen von S-Adenosyl-L-Methionin auf eine Aminogruppe
katalysiert. Es existieren drei Hauptgruppen, die Phenolethanolamin N-Methyl-
transferasen, die Histamin N-Methyltransferasen und die Amin Methyltransfera-
se. Die Histamin N-Methyltransferase wurde von Nowak et al. [Nowak und
Socko 1988] im okularen Gewebe von Rindern, Kaninchen und Menschen iden-
tifiziert.
3.1.3.5 Esteraseaktivita¨t im Auge
Die Gesamtesteraseaktivita¨t im Auge la¨sst sich auf verschiedene Enzyme zuru¨ck-
fu¨hren. Eine erste Charakterisierung fu¨hrte zu der Unterscheidung nach Cholin-
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esterasen (ChE), Carboxylesterasen und den unspezifischen Esterasen [Nakamu-
ra et al. 1993a,Lee et al. 1982-83]. Hinsichtlich der ra¨umlichen Verteilung der
Esterasen in den verschiedenen Kompartimenten des Auges und in den Fraktio-
nen des aufgearbeiteten Gewebes ergab sich sowohl fu¨r den Menschen [Coupland
et al. 1994,Gondhowiardjo et al. 1991], als auch fu¨r das Kaninchen [Redell
et al. 1983,Lee et al. 1985,Lee et al. 1982,Lee 1983], fu¨r Rinder [Lee et al. 1982-
83,Doughty 1996,Hayasaka 1974] und Schweine [Coupland et al. 1994] ein
a¨hnliches Bild; fu¨r Arzneistoffe als Substrate s. Kap. 3.1.3.3. Die Gewebe ho¨chster
Esteraseaktivita¨t waren das Corneaepithel und der Iris-Ziliarko¨rper. Haupttra¨ger
der Aktivita¨t ist die Mikrosomenfraktion.
Die Hauptaktivita¨t der Esterasen beim Kaninchen liegt bei den Cholinestera-
sen, und in dieser Gruppe mit ≈ 75% bei der ButChE [Lee et al. 1985]. Die
Esterasen im Auge, die u. a. auch fu¨r die Abspaltung der Pivalylsa¨urereste des
Dipivefrins verantwortlich sind, werden von DPE konzentrationsabha¨ngig in ihrer
Aktivita¨t gehemmt [Nakamura et al. 1993a]. Diese Hemmung fu¨hrt auch nach
Dauerapplikation dieses Arzneistoffes u¨ber vier Wochen nicht zu einer Verminde-
rung der Esteraseaktivita¨t [Nakamura et al. 1993b].
3.1.4 Das Glaukom
3.1.4.1 Pathologie
Das Glaukom ist eine verbreitete und gut bekannte Erkrankung des Auges. Die
wichtigste und ha¨ufigste Ursache des Glaukoms, auch
”
Gru¨ner Star“ genannt, ist
eine pathologische Steigerung des intraokularen Drucks (IOP) auf >21mmHg,
die okulare Hypertension. Auslo¨ser fu¨r den steigenden Kammerwasserdruck ist
ein Missverha¨ltnis von Kammerwasserproduktion und -abfluss, wobei nicht die
U¨berproduktion, sondern die Abflusssto¨rung alleinige Ursache des Druckanstiegs
ist. Von einem prima¨ren Glaukom spricht man, wenn dem Glaukom keine weitere
Erkrankung des Auges vorausgeht. Ein Glaukom als Folge einer vorausgegang-
enen anderen Augenerkrankung, z. B. einer Infektion, einer Entzu¨ndung oder ei-
ner Verletzung, aber auch als Folge bestimmter Medikamente wird als sekunda¨res
Glaukom bezeichnet.
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Abbildung 3.3: Normaler (a), enger (b) und verschlossener (c) Kammerwinkel,
Abb. aus [Beck und Langehage 1995]
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Nach der Weite des Kammerwinkels (Abb. 3.3 S. 31) wird weiterhin in Offen-
winkel- und Winkelblockglaukom unterteilt. Beim Offenwinkelglaukom steigt der
IOP durch ein einen verminderten Kammerwasserabfluss, der durch strukturelle
Vera¨nderungen des Trabekelnetzwerkes hervorgerufen wird. Beim Winkelblock-
glaukom wird der natu¨rliche Abflussweg durch einen verengten oder verschlos-
senen Kammerwinkel mechanisch behindert.
Die Erkrankung verla¨uft in den meisten Fa¨llen anfangs symptomlos. Die Aus-
nahme bildet das akute Winkelblockglaukom, das durch einen schnellen Anstieg
des IOP auf bis zu 70mmHg gekennzeichnet ist, und dadurch von starken Au-
genschmerzen, aber auch von Kopfschmerzen, Erbrechen und Kra¨mpfen begleitet
wird.
Die relativ harte Cornea und Sklera, die den Augenbulbus bilden, ko¨nnen
einem sich erho¨henden Druck mechanisch nicht nachgeben, gleichzeitig ist das
Kammerwasser inkompressibel. So bestimmen der effektive Filtrationsdruck in
den Kapillaren und der Abflusswiderstand den IOP. Dies bedeutet, selbst wenn
der Druck den Normalwert u¨berschreitet, a¨ndert sich das Volumen des Bulbus
kaum, es bleibt konstant. Der Druckanstieg bewirkt eine mangelnde Durchblu-
tung der im Inneren gelegenen Kapillaren. Die Folge sind Sauerstoffmangel und
Scha¨digung der Netzhaut und des Sehnervs an der Austrittsstelle aus dem Bul-
bus (Sto¨rung der Mikrozirkulation). Durch den sta¨ndig erho¨hten IOP kommt es
daher langfristig am Sehnerv und der Netzhaut zu einer Scha¨digung, die u¨ber
eine starke Beeintra¨chtigung des Sehvermo¨gens unbehandelt bis zur Erblindung
fu¨hren kann.
3.1.4.2 Medikamento¨se Behandlung
Allgemeine Bemerkungen Alle bekannten Arzneimittel in der Glaukomthe-
rapie haben eine deutliche und lang anhaltende Senkung des IOP zum Ziel. Die
verwendeten Wirkstoffe nutzen u¨ber verschiedene Angriffspunkte (Abb. 3.4) am
Auge letztendlich zwei Prinzipien, um eine Drucksenkung im Auge hervorzuru-
fen. Ein Weg ist die Verbesserung des Kammerwasserabflusses. Beim Offenwin-
kelglaukom wird dies durch eine Vera¨nderung des Trabekelnetzwerkes oder Sen-
kung des episkleralen Venendruckes erreicht. Beim verengten oder verschlossenen
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Abbildung 3.4: Therapeutische Ansatzpunkte bei der Glaukombehandlung
[Schmidt 2000]
Kammerwinkel ist das Ziel der Behandlung die Beseitigung der mechanischen
Behinderung des Abflussweges. Ein weitere Mo¨glichkeit, das Auge zu entlasten,
ist die Drosselung der Kammerwasserproduktion durch einen direkten Eingriff in
die Kammerwasserbildung oder durch eine Verringerung der Perfusion des Zili-
arko¨rpers.
Parasympathomimetika Pilocarpin, als Base, Nitrat und Hydrochlorid phar-
mazeutisch verwendet, ist ein direktes Parasympathomimetikum. Pilocarpin er-
regt direkt die postgangliona¨ren, cholinergen Rezeptoren, welche physiologischer-
weise durch Acetylcholin innerviert werden. Der direkte Angriff an den Muskel-
zellen des Sphinkter pupillae fu¨hrt zur Miosis, der Angriff an den Ziliarmuskeln zu
einem Akkomodationsspasmus. Die dadurch erfolgende Erweiterung des Kammer-
winkels fu¨hrt zu einer Verbesserung des Abflusses und einer damit verbundenen
Drucksenkung. Außerdem erfolgt durch die medikamento¨s bedingte Nahakko-
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modation ein Auseinanderziehen des Trabekelnetzwerkes, wodurch eine leichtere
Passage des Kammerwassers erreicht wird. Carbachol entfaltet nach dem selben
Mechanismus seine Wirkung.
Physostigmin und Neostigmin sind Cholinesterasehemmer. Durch ihre Wir-
kung wird der Abbau des natu¨rlicherweise vorkommenden Acetylcholins gehemmt
und somit eine Wirkungsverla¨ngerung und -versta¨rkung des vorhandenen Neuro-
transmitters an den Rezeptoren hervorgerufen.
β-Blocker In der Roten Liste sind verschiedene β-Blocker [u. a. Timolol, Meti-
pranolol, Levobunolol und Betaxolol] aufgefu¨hrt, die als Einzelpra¨parate und in
Kombination mit Substanzen anderer Wirkstoffklassen verwendet werden [Rote
Liste 2002]. Die Substanzen bewirken u¨ber eine Senkung der Kammerwasser-
produktion eine Reduktion des IOP. Der Mechanismus beruht wahrscheinlich
auf einer Blockade von vornehmlich β2-Rezeptoren an den Blutgefa¨ßen zur Ver-
sorgung des Ziliarko¨rpers als auch im Ziliarepithel. Dadurch kommt es zu einer
Verminderung der Zufuhr von Blut, welches als Substrat fu¨r das zu bildende
Kammerwasser dient [Mu¨ller-Bohn 1996].
Sympathomimetika Die lokal angewendeten Sympathomimetika verbessern
durch eine Senkung des episkleralen Venendruckes den Kammerwasserabfluss;
gleichzeitig vermindern sie durch eine Verengung der Blutgefa¨ße die Ziliarko¨rper-
perfusion und senken so die Produktion von Kammerwasser. Dabei ist die Wir-
kung, je nach Rezeptoraffinita¨t der Wirkstoffe, unterschiedlich. α2-Agonisten wie
Brimonidin (Alphaganr), Apraclonidin (Iopidiner) und Clonidin (Isoglauconr)
vermindern die Kammerwasserbildung. α1,2, β1,2-Agonisten wie Epinephrin, Dipi-
vefrin (dEpifrinr0,1%, Glaucothilr0,1%) und Phenylephrin verbessern zusa¨tzlich
den Kammerwasserabfluss. Dies erfolgt u¨ber eine Vera¨nderung im Trabekelnetz-
werk, die erst allma¨hlich im Laufe der Therapie eintritt.
Carboanhydrasehemmer Carboanhydrasehemmer werden bei erho¨htem IOP
sowohl systemisch als auch lokal eingesetzt. Sie bewirken eine Reduktion des IOP
durch eine Verminderung der Kammerwasserproduktion. Erreicht wird dies durch
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Hemmung des fast ausschließlich im Auge vorkommenden Isoenzyms Carboan-
hydrase-II. Durch die verlangsamte Bildung von Bicarbonat-Ionen und nachfol-
gender Reduktion des Natrium- und Wassertransports in den Ziliarfortsa¨tzen des
Auges sinkt die produzierte Kammerwassermenge. Acetazolamid (Diamoxr) ist
das Mittel der Wahl bei einem akuten Glaukomanfall. Systemisch eingesetzt la¨sst
sich damit ein IOP von 70mmHg, bei dem die Sehkraft hochgradig gefa¨hrdet ist,
innerhalb von 30min auf Werte von 20–30mmHg senken. Aufgrund vieler Neben-
wirkungen systemischer Carboanhydrasehemmer werden sie nicht zur Dauerthe-
rapie verwendet. Als lokal wirksame Medikamente werden Brinzolamid (Azoptr)
und Dorzolamid (Trusoptr) sowie eine Kombination von Dorzolamid mit dem
β-Blocker Timolol (Cosoptr) verwendet. Durch die lokale Applikation spielen die
systemischen Nebenwirkungen kaum eine Rolle.
Prostaglandine Bislang sind drei Wirkstoffe zur Behandlung des Offenwin-
kelglaukoms und der okula¨ren Hypertension zugelassen. Sie gelangen entweder
als Monotherapeutikum oder in Kombination mit Betablockern zum Einsatz. Es
handelt sich um das seit fu¨nf Jahren zugelassene PGF2α-Analogon Latanoprost
(Xalatanr), ein Prodrug, das nach seiner Umwandlung in die freie Sa¨ure u¨ber
die Prostaglandin- Rezeptoren wirkt, um das Isopropylester-Prodrug Travoprost
(Travatanr), ein hochselektiver Agonist mit hoher Affinita¨t zum Prostaglandin-
FP-Rezeptor, der u¨ber die Cornea resorbiert wird und dabei hydrolysiert, und um
das 2002 zugelassene Bimatoprost (Lumiganr), ein Prostamid, das die Wirkung
der den IOP senkenden ko¨rpereigenen Prostamide besitzt und u¨ber den in seiner
Struktur noch nicht bekannten Prostamid-Rezeptor wirkt. Diese Substanzen ver-
bessern den Abfluss u¨ber das Trabekelnetzwerk, den uveoskleralen Abfluss und
bewirken eine Senkung des episkleralen Venendruckes. Eine kurze Aufstellung von
Angaben u¨ber Dosierung, Wirksamkeit, Vergleichsstudien und Nebenwirkungen
findet sich bei Brunner [Brunner und Gensthaler 2002].
3.2 Verwendete Substanzen
Im Folgenden werden die Substanzen bzw. Substanzklassen aufgefu¨hrt und be-
trachtet, die unmittelbar Gegenstand der Untersuchungen waren bzw. deren Ei-
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genschaften in den Versuchen eine herausragende Bedeutung zukommt. Alle wei-
teren Angaben u¨ber die sonstigen verwendeten Chemikalien und deren Bezugs-
quellen sind in Anhang C ab Seite 182 zu finden.
3.2.1 Dipivefrin
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Abbildung 3.5: Dipivefrin, C19H29NO5,
4-[1-Hydroxy-2-(methylamino)-ethyl]-o-phenylen- di-(2,2-Dimethyl-1-oxopropyl)
3.2.1.1 Geschichte
Dipivefrin (Abb. 3.5) ist das 3’,4’-Dipivalat des Adrenalins und wurde 1973 und
1978 fu¨r Adolf Klinge & Co., Mu¨nchen [Henschler, Wagner und Hampel: Ger. pat.
2.152.058; U.S. pat. 4.085.270] und 1974 fu¨r die INTERx Research Cooperation,
Lawrence (Kansas, USA) [Hussain und Truelove: Ger. pat. 2.343.657; U.S. pats.
3.809.714 and 3.839.584] patentiert. Der Patentschutz wurde fu¨r die Synthese, die
pharmazeutische Formulierung und die Anwendung als Antiglaukomatosum und
Bronchospasmolytikum erteilt. Medizinische Verwendung findet dieser Arznei-
stoff bisher nur in der Anwendung als Antiglaukomatosum.
3.2.1.2 Synthese
Der Syntheseweg der Erstanmelder hat spa¨ter durch verschiedene Autoren Ver-
a¨nderungen erfahren: [Zupan: (1983) U.S. pat. 4338455;(1981) Int. pat. 8100849],
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[Bodor und Yuan: (1977) U.S. pat. 4035405] und [Maki und Rosenqvist: (1982)
Can. pat. 1178605]. Einen beschriebenen Syntheseweg findet man bei Sittig [Sit-
tig 1988], der auch von Kleeman und Engel wiedergegeben wird [Kleeman und
Engel 1982]. Der Verlauf der Synthese, ausgehend von α-Chlor-3´,4´-dihydroxy-
acetophenon bis zur Bildung und Isolierung des Dipivefrin-Hydrochlorids, ist in
kurzer Form in [Brittain 1993] beschrieben und dargestellt.
3.2.1.3 Eigenschaften
Dipivefrin ist ein weißes, kristallines Pulver mit einem Schmelzbereich von 146–
147 ◦C und einer relativen Moleku¨lmasse von 351,44. Pharmazeutische Verwen-
dung findet das Hydrochlorid. Das Dipivefrinhydrochlorid (Mr=387,90) hat einen
Schmelzbereich von 158–159 ◦C. Das UV-Maximum in Wasser liegt bei 263 nm
(A1%1cm = 11, 8). Dipivefrinhydrochlorid hat einen pka-Wert von 9,01 [Hagers
Handbuch der Pharmazeutischen Praxis 1993]. Eine wa¨ssrige Lo¨sung von
DPE (1%) besitzt einen pH-Wert von 4,8 und ist klar, farb- und geruchlos. In
Tabelle 3.1 sind die Lo¨slichkeiten von Dipivefrin-Hydrochlorid in verschiedenen
Lo¨sungsmitteln angegeben.
Tabelle 3.1: Lo¨slichkeit von Dipivefrin-Hydrochlorid in verschiedenen
Lo¨sungsmitteln (aus [Brittain 1993])
Lo¨sungsmittel Lo¨slichkeit [mg·ml−1]
Wasser 621
Methanol 581
Chloroform 570
Acetonitril 69
Hexan 0,05
Der n-Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient KV (Theorie s. 7.2.4.5) muss fu¨r
ionisierbare Substanzen um die Angabe des pH-Wertes und des Systems zu des-
sen Einstellung erweitert werden. In Tabelle 3.2 sind verschiedene KV aufgefu¨hrt.
Zum Vergleich sind die entsprechenden Koeffizienten des Epinephrins mit auf-
gefu¨hrt, um die vera¨nderten Verteilungsverha¨ltnisse durch die Synthese des Pro-
drugs Dipivefrin zu verdeutlichen.
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Tabelle 3.2: Verteilungskoeffizienten von Dipivefrin und Epinephrin in verschie-
denen Systemen (aus [Brittain 1993])
System Dipivefrin Epinephrin Faktor∗)
n-Oktanol/0,1N Essigsa¨ure (pH4,0) 0,51 0,0032 159
n-Oktanol/Phosphatpuffer (pH7,2) 4,89 0,0081 604
Tetrachlorkohlenstoff/Phosphatpuffer (pH7,2) 1,07 0,0090 119
∗) der Faktor gibt die Steigerung des Verteilungskoeffizienten
von Dipivefrin im Vergleich zu Epinephrin an
3.2.1.4 Stabilita¨t und Abbau
Als Substanz ist das Dipivefrin-Hydrochlorid sehr stabil. DPE bleibt unter den
definierten und verscha¨rften Lagerbedingungen des Langzeitstabilita¨tstests fu¨r
den Stresstyp
”
B“ (Hitzestress) unvera¨ndert. Der Hitzestress fordert einen Test
u¨ber 6 Monate bei 40 ◦C und bei 75% relativer Luftfeuchte, der fu¨r DPE auf
24 Monate ausgeweitet wurde. In diesem Zusammenhang konnten auch keine
praktisch relevanten Polymorphismen festgestellt werden [Brittain 1993].
In wa¨ssrigen Lo¨sungen wird die Stabilita¨t durch Hydrolyse der Esterbindun-
gen herabgesetzt. Im sauren pH-Bereich um pH3 ist eine fu¨r die pharmazeutische
Verwendung in wa¨ssrigen Augentropfen ausreichende Stabilita¨t gegeben. Im neu-
tralen Bereich findet eine deutlich messbare Zersetzung statt. Die ho¨chste Zer-
setzungsgeschwindigkeit tritt jedoch im alkalischen Bereich auf (s. Abb. 3.6). Ein
bevorzugter Abbau u¨ber 3- oder 4-Monopivalylepinephrin tritt nicht auf, ebenso
wenig eine Anreicherung der Monoester [Wall et al. 1992].
Nach Freisetzung des Epinephrins beginnt dessen Abbau, der unter Sauer-
stoffeinfluss zu intensiv gefa¨rbten Produkten fu¨hrt. In Abbildung 3.7 ist der Ab-
bauweg des Epinephrins bis zum intensiv rot gefa¨rbten Adrenochrom dargestellt.
Der weitere Abbau erfolgt hauptsa¨chlich u¨ber eine Isomerisierung zu Adrenolutin
und die Bildung weiterer Oxidationsprodukte. Dem schließt sich eine Autopoly-
merisation (Melanisierung) an, die zu einem braunschwarzen Niederschlag fu¨hrt.
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Abbildung 3.6: Hydrolyse vom Dipivefrin im alkalischen Milieu
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Abbildung 3.7: Abbau von Epinephrin
40
3.2.1.5 Pharmakologie
Dipivefrin ist ein Sympathomimetikum mit direkter Wirkung auf die α1,2, β1,2-
Rezeptoren. Membranbindungsstudien an Iris und Ziliarko¨rper des Kaninchenau-
ges zeigen eine vergleichbare Bindungstendenz an die α- und β-Rezeptoren [Neu-
feld und Page 1977,Innemee und van Zwieten 1982]. Die lokale Applikation
am Auge verursacht eine Vasokonstriktion und eine geringe Pupillenerweiterung.
Durch die Verengung der Blutgefa¨ße wird die Ziliarko¨rperperfusion verringert
und so die Produktion von Kammerwasser reduziert. Sympathomimetika bewir-
ken durch eine Senkung des episkleralen Venendruckes eine Verbesserung des
Kammerwasserabflusses [Goldberg et al. 1980,Mutschler 1991].
Dipivefrin als Prodrug des Epinephrins verbessert wie dieses zusa¨tzlich den
Kammerwasserabfluss u¨ber eine strukturelle Vera¨nderung im Trabekelnetzwerk,
die erst allma¨hlich im Laufe der Therapie eintritt [Thiel 1970]. Einflu¨sse auf
die Morphologie und die miotische Aktivita¨t des humanen Trabekelnetzwerkes
wurden bereits fu¨r Epinephrin beschrieben [Tripathi und Tripathi 1984]. Mo¨g-
licherweise sind auch die durch Dipivefrin in vitro hervorgerufene Wachstumshem-
mung der Keratozyten des Trabekelnetzwerkes und der Endothelzellen [Samples
et al. 1989] und der Einfluss in Richtung auf eine gesteigerte Hydrolaseaktivita¨t
des Trabekelnetzwerkes glaukomato¨ser Augen dafu¨r verantwortlich [Coupland
et al. 1993a]. Diese Wirkungen fu¨hren zu der von Kawa elektronenmikroskopisch
nachgewiesenen Verringerung der Zelldichte und einer Kondensation der Zytoske-
lettfasern im Trabekelnetzwerk [Kawa et al. 1993]. Dipivefrin, als Prodrug des
Epinephrins, erho¨ht wie dieses die Aktivita¨t der Cl−-Carrier in den Epithelzel-
len [Klyce et al. 1973,Klyce und Wong 1977].
Die therapeutische Breite von Dipivefrin liegt im Bereich von 0,005–0,5%
[Kaback et al. 1976]. Vergleichende Studien mit Epinephrin bescheinigen Di-
pivefrin eine ho¨here Wirksamkeit nach lokaler Applikation mit weniger Neben-
wirkungen [McClure 1974,Eisenburger et al. 1981]. Die systemischen Ef-
fekte von Dipivefrin, insbesondere kardiovaskula¨rer Art, entsprechen qualitativ
anna¨hernd denen von Epinephrin, wobei sie etwas spa¨ter einsetzen und la¨nger
anhalten [Wang et al. 1977]. Das spricht dafu¨r, dass erst die hydrolytische Ab-
spaltung der Pivalylsa¨ure erfolgen muss und dass nur das freie aktive Catechol-
amin Epinephrin fu¨r die Wirkung verantwortlich ist.
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Die Vorteile des DPE gegenu¨ber der Muttersubstanz zeigen sich in einer ver-
besserten Permeation in das Auge und der damit verbundenen besseren Wirksam-
keit. Diese Vorzu¨ge werden bei der galenischen Formulierung umgesetzt. Wa¨hrend
Epinephrin-Pra¨parate in Konzentrationen von 1–2% eingesetzt werden, beinhal-
ten Dipivefrin-Pra¨parate i. d. R. 0,1% Wirkstoff. Das entspricht einer Veringe-
rung der notwendigen Konzentration des Wirkstoffs um den Faktor 10–20; um
den gleichen Faktor sinken die systemische Aufnahme und die damit verbundenen
Nebenwirkungen der u¨ber den Tra¨nenkanal abgeflossenen Arzneistoffmenge. Eine
weitere Absenkung der Konzentration wa¨re theoretisch durch eine Erho¨hung des
u¨blichen pH-Wertes der Pra¨parationen von 3 auf 5 mo¨glich, wodurch Yamau-
chi eine Verbesserung der Wirksamkeit von DPE gegenu¨ber Epinephrin um den
Faktor 50 erreichen konnte [Yamauchi et al. 1988]. Der damit einhergehende Sta-
bilita¨tsverlust der Zubereitung verhindert allerdings die reale und wirtschaftliche
Anwendung.
Der pH-Wert der verwendeten pharmazeutischer Zubereitungen liegt zwischen
2,5 und 3,5. Dieser pH-Wert unterscheidet sich deutlich von physiologischen pH-
Wert mit 7,4. Notwendig ist diese Abweichung aufgrund der fu¨r die pharma-
zeutischen Zubereitungen unzureichende Stabilita¨t des Dipivefrin bei pH-Werten
> 3, 5. Die durch den niedrigen pH-Wert auftretende mo¨gliche Reizung des Auges
bei der Applikation wird im Allgemeinen gut vertragen und steht der Anwendung
nicht entgegen.
3.2.1.6 Pra¨parate
Das erste Pra¨parat (Propiner (dipivefrin HCl) Sterile Ophthalmic Solution, 0,1%)
wird seit 1980 in den USA zur Drucksenkung bei chronischem Offenwinkelglau-
kom vermarktet. Eine Reihe von Kombinationspra¨paraten des Dipivefrins mit
Betaxolol, Dexamethason, Guanethidin und Pilocarpin wurden patentiert.
Auf dem deutschen Markt sind Monopra¨parate der Firmen Pharm-Allergan
GmbH (d Epifrinr0,1%) und Alcon Pharma GmbH (Glaucothilr0,1%) im Han-
del. Die Firma Alcon hat weiterhin Kombinationspra¨parate mit Pilocarpinhydro-
chlorid (Thiloadrenr N) und Guanethidinsulfat (Thilodigonr) auf dem Markt.
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3.2.2 Cyclodextrine
3.2.2.1 Native Cyclodextrine
Cyclodextrine sind aus sechs bis zwo¨lf verknu¨pften Glukoseeinheiten aufgebaute
Oligosaccharide. Sie wurden 1891 von Villiers als Abbauprodukte der Sta¨rke iso-
liert. Die Aufkla¨rung der zyklischen Struktur gelang erstmals Schardinger 1904;
nach ihm werden sie gelegentlich Schardinger-Dextrine genannt. Die Aufkla¨rung
der 1,4-α-glycosidischen Verknu¨pfung der Glucosemoleku¨le und das Finden der
Mo¨glichkeit zur Klathratbildung erfolgte 1938 durch Freudenberg [Freuden-
berg und Mayer-Delius 1938]. Die am ha¨ufigsten vorkommenden CD mit
sechs, sieben und acht Glukoseeinheiten werden als α−, β- bzw. γ-CD bezeich-
net. Ihre Strukturen wurden in der Zeit von 1942–1948 aufgekla¨rt [French und
Rundle 1942,Freudenberg und Cramer 1948].
Die Darstellung der CD beginnt mit einer Hydrolysierung von Sta¨rke, der
anschließend unter Zuhilfenahme des bakteriellen Enzyms Bacillus macerans-
Amylase (Cyclodextrin-Glycosyltransferase, CGTase, EC 2.4.1.19, erste Isolie-
rung von Tilden [Tilden und Hudson 1939]) die in Abbildung 3.8 dargestell-
te Zyklisierung folgt. Diese spezielle Amylase kann eine Windung der aus sechs
Glukoseeinheiten bestehenden linksga¨ngigen Schraube der Sta¨rke ablo¨sen und de-
ren Enden ringfo¨rmig verknu¨pfen. Der durch den Ringschluss entstehende Hohl-
raum, auch Kavita¨t genannt, hat einen von der Anzahl der ihn bildenden Glu-
cosemoleku¨le abha¨ngigen Durchmesser. Diese Angabe und weitere physikalisch-
chemische Daten sind Tabelle 3.3 zu entnehmen.
Die Kavita¨t der CD ist im hohen Maße fu¨r die besonderen Eigenschaften ver-
antwortlich. Durch die nach auswa¨rts gerichteten Hydroxylgruppen ist das CD-
Moleku¨l an der Außenseite deutlich hydrophiler als die Innenseite der Kavita¨t,
die durch die lipophileren Kohlenstoff- und die Ether-Gruppierungen bestimmt
wird. Dadurch ko¨nnen lipophile Moleku¨le, passende molekulare Dimension vor-
ausgesetzt, in der leicht konischen Kavita¨t eingeschlossen werden. Eine Besetzung
der Kavita¨t ist aber nicht ausschließlich Moleku¨len vorbehalten, die ga¨nzlich von
der Kavita¨t umschlossen werden ko¨nnen. In vielen Fa¨llen sind, u. a. bei vielen
Arzneistoffen, die Moleku¨le wesentlich gro¨ßer als die Kavita¨t. Hier findet ledig-
lich ein Einschluss von geeigneten, passgerechten Strukturen des Gastmoleku¨ls
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Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Synthese von α-, β-, und γ-
Cyclodextrin mit Hilfe des Enzyms Cyclodextrin-Glycosyltransferase [Hagers
Handbuch der Pharmazeutischen Praxis 1993]
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Tabelle 3.3: Eigenschaften der nativen Cyclodextrine [Szejtli 1982]
α-CD β-CD γ-CD
Relative Moleku¨lmasse 972 1135 1297
Durchmesser der Kavita¨t [A˚] 4,7 8 10
Volumen der Kavita¨t [A˚3] 176 346 510
Anzahl der Wassermoleku¨le/Kavita¨t 6 11 17
Kristallwassergehalt [%] 10,2 13,2–14,5 8,13–17,7
Wasserlo¨slichkeit (25◦C) [g·l−1] 145 18,5 232
statt. Stabilisiert wird dieser Einschluss durch eine Verminderung der Ringspan-
nung, durch hydrophobe Wechselwirkungen, van der Waals- und/oder Wasser-
stoffbru¨ckenbildung [Szejtli 1988].
Durch den Einschluss in die Kavita¨t kommt es zu lo¨slichkeitsverbessernden
Effekten und damit in vielen Fa¨llen zu einer Verbesserung der Resorption in vivo
und zu einer Erho¨hung der Bioverfu¨gbarkeit von schwerlo¨slichen Arzneistoffen.
CD-induzierte Vera¨nderungen der Membranen ko¨nnen daru¨ber hinaus zur Ver-
besserung der Permeabilita¨t fu¨r Arzneistoffe fu¨hren, man spricht in diesem Fall
von
”
Enhancer-Effekten“. Von den Derivaten der CD werden einige gezielt zu
diesem Zweck eingesetzt [Uekama et al. 1994,Press et al. 1995,Loftsson und
Sigurdardottir 1994].
In zunehmendem Maße entwickelt sich auch die Textilindustrie zu einem
Hauptnutzer der besonderen Eigenschaften der Cyclodextrine. Einige der Ein-
satzgebiete sind die Fa¨rberei der Stoffe, bei der Farbpigmente in Cyclodextrinen,
die an die textilen Fasern gebunden sind, eingelagert werden, um damit defi-
nierte
”
wash-out“-Effekte zu erzielen; bzw. faserbindende Cyclodextrine, die bei
einem Waschvorgang in der Lage sind, gro¨ßere Mengen Parfu¨mo¨l aufzunehmen
als die Cyclodextrin-freien Gewebe. Die CD geben die Parfu¨mo¨le beim Tragen der
Textilien verzo¨gert ab und nehmen dabei gleichzeitig die mikrobiellen Stoffwech-
selprodukte in Folge des Schwitzens auf [Buschman et al. 1998]. Notwendig sind
hierfu¨r CD-Derivat, die mit textilen Fasern reagieren, z. B. Monochlortriazinyl-
β-Cyclodextrin; damit lassen sich desweiteren Repellentien, UV-Absorber, Anti-
foulingmittel und Bakterizide an Textilien fixieren [Gro¨ger et al. 2001].
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Abbildung 3.9: Chemische Struktur und ra¨umliche Anordnung von α-, β-, und
γ-Cyclodextrin [Fiedler 1996]
3.2.2.2 Substituierte Cyclodextrine
Durch Substitutionen an den OH-Gruppen der verschiedenen Cyclodextrine, u. a.
mit Methyl-, Maltosyl-, Hydroxypropyl- und Carboxyethyl-Resten, la¨sst sich ins-
besondere deren Wasserlo¨slichkeit verbessern. Unter den substituierten, hydro-
philen Cyclodextrinen haben die hydroxyalkylierten β-Cyclodextrine aufgrund
ihrer sehr guten Wasserlo¨slichkeit und nicht zuletzt wegen ihrer geringen oder
nicht messbaren Toxizita¨t besondere Bedeutung erlangt [Jansen et al. 1990].
Die schlechte Wasserlo¨slichkeit des β-CD von 18,5 g·l−1 wird durch Hydroxypro-
pylierung auf 500 g·l−1 erho¨ht. Bei den handelsu¨blichen hydroxyalkylierten CD
handelt es sich nicht um Reinsubstanzen, sondern um amorphe Mischungen ver-
schiedengradig substituierter CD, die mit ihrem durchschnittlichen Substituti-
onsgrad deklariert werden.
Fu¨r die Untersuchungen war die Verwendung eines in Wasser gut lo¨slichen β-
Cyclodextrin-Derivates notwendig. Hierfu¨r wurde das HP-β-CD (Mr=1193) aus-
gewa¨hlt. Um einen eventuellen Einfluss der Derivatisierung zu erfassen, wurden
daru¨ber hinaus zu vergleichenden Studien auch die Hydroxypropyl-Derivate von
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Tabelle 3.4: Toxikologische Daten der nativen Cyclodextrine [Wacker-Chemie
1996]
α-CD β-CD γ-CD
LD50 (oral, Ratte) >10 g·kg−1 >5 g·kg−1 >8 g·kg−1
α-CD und γ-CD einbezogen (HP-α-CD: Mr=1030, HP-γ-CD: Mr=1355).
3.2.2.3 Toxizita¨t der Cyclodextrine
Die Cyclodextrine gelten allgemein als weitgehend toxikologisch unbedenklich
[Wacker-Chemie 1996]. Fu¨r die orale Applikation ist davon auszugehen, dass
auf Grund ihrer Moleku¨lgro¨ße und Hydrophilie nur geringe Mengen der CD
durch die Darmschleimhaut resorbiert werden [Szejtli 1988] und ein nahezu
vollsta¨ndiger Abbau zu Glucose durch die Darmflora erfolgt [Wacker-Chemie
1996]. In Tabelle 3.4 sind beispielhaft die LD50-Werte, die an Ratten fu¨r die orale
Applikation der nativen CD ermittelt wurden, aufgelistet.
Cyclodextrine sind in der Lage, aus biologischen Membranen durch
”
Komple-
xierung“ Cholesterol, Phospholipide, Gallate und Proteine herauszulo¨sen [Bent-
ley et al. 1997,Miyajima et al. 1986]. Fu¨r die corneale Gewebescha¨digung wur-
den hierbei die Art des Cyclodextrins und seine Substituierung als entscheidend
gefunden. α-CD fu¨hrte bereits in Konzentrationen ab 4% zu sichtbaren Gewebe-
vera¨nderungen [Kanai et al. 1989]. Demgegenu¨ber waren fu¨r HP-β-CD (12,5%)
auch bei wiederholter Applikation keine Scha¨den an der Cornea messbar. Fu¨r
DM-β-CD (5%) fanden Jansen et al. dagegen eine deutliche Scha¨digung am Ka-
ninchenauge [Jansen et al. 1990]. In Permeationsuntersuchungen wurde auch
fu¨r das einfach methylierte β-Cyclodextrin (M-β-CD) ein Einfluss auf die Cor-
nea festgestellt [Siefert und Keipert 1997]. Die durch Membranvera¨nderungen
erho¨hte Wirkstoffpermeabilita¨t (
”
Enhancereffekt“) wird mit ausgewa¨hlten β-CD-
Derivaten gezielt eingesetzt [Uekama et al. 1994,Loftsson und Sigurdardot-
tir 1994].
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3.2.3 Butyrylcholinesterase
Das Enzym Butyrylcholinesterase [EC 3.1.1.8] (ButChE) findet sich im Blutplas-
ma, der Leber, dem Pankreas, der intestinalen Mukosa, der weißen Substanz im
Zentralnervensystem und in geringen Mengen in der Cornea. Mitunter wird But-
ChE als Serumcholinesterase bezeichnet, im Gegensatz zur Acetylcholinesterase
(AChE), die gelegentlich auch als Erythrozytencholinesterase bezeichnet wird.
ButChE hydrolysiert Butyrylcholin viermal schneller als AChE; demgegenu¨ber
wird D-β-Methyl-Acetylcholin nur von der AChE hydrolysiert.
Die relative Moleku¨lmasse von ButChE betra¨gt 440 000Da [Lee und Harpst
1973,Main et al. 1974]. Das Enzym besitzt eine tetramere Struktur mit gleich-
großen Untereinheiten von 110 000Da [Lee und Harpst 1973]. Es ist ein Glyco-
protein, dessen Aminosa¨ure- und Kohlenwasserstoffstrukturen von Main nach
Vorarbeiten von Chiu und Pavlic aufgekla¨rt wurden [Main et al. 1974,Chiu
et al. 1972,Pavlic 1972]. Das pH-Optimum liegt bei 6,0–8,0 [Augustinsson
1960]. Der Extinktionskoeffizient betra¨gt E280=13,6 [Main et al. 1974]. ButChE
ist durch die Ionen Ca2+ und Mg2+ aktivierbar [Augustinsson 1960]. Physostig-
min ab einer Konzentration von 10−5mol·l−1, verschiedene phosphororganische
Ester, Carbamate und quarta¨re Ammoniumsalze hemmen die Aktivita¨t des En-
zyms [Augustinsson 1960,Kamaric 1975,Koelle et al. 1974,Millner et al.
1974,Stanley et al. 1974,Ashani et al. 1972,Post 1971]. Tabelle C.2 (S. 183)
entha¨lt detaillierte Angaben u¨ber die in den Versuchen verwendete ButChE.
Eine Reihe von Methoden zur Bestimmung der Aktivita¨t (Assays) von But-
ChE wurden entwickelt [Grubic et al. 1975,Augustinsson und Ericksson
1974,Smith 1974,Brownson undWatts 1973a,Brownson undWatts 1973b,
Dietz et al. 1973,Ellin 1972,Baum und Ward 1971,Garry 1971,Hanss und
Rey 1971]. Die Angabe der Aktivita¨t erfolgt in Einheiten (units): dabei entspricht
ein unit der Hydrolyse von 1µMol Butyrylcholin zu Cholin und Butyrat pro Mi-
nute. Die Angabe von pH-Wert und Temperatur ist bei der Bestimmung bzw.
bei Versuchen mit ButChE aufgrund der hohen Abha¨ngigkeit von enzymatischen
Reaktionen von beiden Parametern zwingend erforderlich.
Kapitel 4
Enzymatische Untersuchungen
4.1 Allgemeine Bemerkungen
Chemische Umsetzungen in einem lebenden Organismus sind nur durch die Mit-
wirkung von Enzymen mo¨glich. Die Stoffe, die durch sie umgesetzt werden, be-
zeichnet man als Substrate. Dabei reagieren die Enzyme im Allgemeinen nur
mit spezifischen Substraten und katalysieren deren Umwandlung in ein weiteres
Substrat oder ausscheidbares Produkt bis zur Einstellung eines Gleichgewichts.
Die Substrat- und Wirkungsspezifita¨t der Enzyme beruht auf sterischen und
Ladungs-Eigenschaften der Substrate.
4.2 Der diskontinuierliche Ru¨hrkesselreaktor
4.2.1 Charakteristische Eigenschaften des isothermen Re-
aktors
Ein stro¨mungstechnisch idealer diskontinuierlicher Ru¨hrkesselreaktor wird char-
genweise betrieben. Wa¨hrend einer Reaktion werden die Stoffe weder ab- noch
zugefu¨hrt. Im Hinblick auf die Reaktionsmasse stellt der ideale diskontinuier-
liche Ru¨hrkesselreaktor ein geschlossenes System dar.
”
Infolge einer intensiven
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Ru¨hrung der Reaktionsmasse werden vollsta¨ndiger Konzentrationsausgleich und
Temperaturkonstanz in der gesamten Reaktionsmasse zu jedem betrachteten Zeit-
punkt erzielt. Damit ist die Reaktionsgeschwindigkeit unabha¨ngig von den Reak-
torkoordinaten. Wa¨hrend die Reaktionsmasse zu jedem Zeitpunkt an jedem Ort
die gleiche Zusammensetzung hat, a¨ndert sich die Zusammensetzung der Reak-
tionsmasse mit fortschreitender Reaktionszeit.“ [Knorre 1981] Demzufolge ist
die A¨nderung der Stoffmengen der Komponenten im Reaktionsraum ausschließ-
lich auf die Reaktion zuru¨ckzufu¨hren.
Auf Grund technischer Gegebenheiten ist ein vollsta¨ndig ideales Verhalten
selten zu erreichen. Es ist aber bei Eingriffen in das System zu beru¨cksichtigen,
das die bestehenden Verha¨ltnisse im System gewahrt bleiben.
4.2.2 Bilanzgleichungen des idealen Reaktors
Mit Hilfe von Bilanzgleichungen lassen sich die Zusammenha¨nge zwischen dem
Reaktionsablauf als Funktion der Prozessparameter herstellen. Bei isothermer
Betriebsweise und unter der Annahme, dass die Enthalpiea¨nderungen bei den
Reaktionen fu¨r die Gesamtenergiebilanz des Systems keine Rolle spielen, reduziert
sich die Lo¨sung auf Stoffbilanzgleichungen.
Fu¨r einen isothermen Reaktor
(
dT
dt
= 0
)
gilt daher:
(
dcj
dxi
)
t
= 0 (4.1)(
dT
dxi
)
t
= 0 (4.2)
c . . . Konzentration
j . . . Komponente (j = 1 . . . n)
x . . . Koordinate
i . . . Richtung (i = 1 . . . n)
t . . . Reaktionszeit
T . . . Temperatur
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Es bestehen wa¨hrend des gesamten Reaktionsverlaufs ein vollsta¨ndiger Kon-
zentrationsausgleich und eine Temperaturkonstanz; die Reaktionsgeschwindigkeit
ist von den Raumkoordinaten unabha¨ngig, die Zusammensetzung fu¨r jeden be-
liebigen Zeitpunkt t (t0 ≤ t ≤ tEnde) an jedem Ort gleich. Wa¨hrenddessen a¨ndert
sich die Zusammensetzung der gesamten Reaktionsmasse mit fortschreitender
Zeit. Die A¨nderung der Molzahl der Reaktionskomponenten ist ausschließlich auf
die Reaktion zuru¨ckzufu¨hren:
(
dnj
dt
)
=
(
dnj
dt
)
Reaktion
(4.3)
n . . . Molzahl
j . . . Komponente (j = 1 . . . n)
Bei Flu¨ssigphasenreaktionen spielen Volumen- bzw. Dichtea¨nderungen nur bei
unverdu¨nnten Lo¨sungen eine Rolle und ko¨nnen im vorliegenden Fall bei der Arbeit
mit verdu¨nnten wa¨ssrigen Lo¨sungen vernachla¨ssigt werden. Bei Volumenkonstanz
gilt somit das Differenzial-Gleichungssystem:
dcj
dt
=
∑
vjrj (4.4)
dcj =
dnj
VR
(4.5)
v . . . Molvolumen
r . . . Reaktionsgeschwindigkeit
VR . . . Reaktorvolumen
4.3 Probenvorbereitung
Wie aus vielfa¨ltigen Untersuchungen bereits bekannt, bestehen bei den Corneae-
pithelien von Rinderaugen große intra- und interindividuelle Unterschiede hin-
sichtlich der Trockenmasse, des Eiweißgehaltes und der enzymatischen Leistung
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des Epithels. Die Stoffwechselleistungen werden in der Literatur mit Schwan-
kungsbreiten von 20–67% angegeben [Doughty 1996]. Die untere Grenze wird
nur durch eine konsequente Umsetzung konstanter Transportbedingungen und
die bei Doughty beschriebene sorgfa¨ltige Auslese des Probenmaterials erreicht.
Um die eigenen Versuche durchzufu¨hren, wurden Rinderaugen vom na¨chst-
gelegenen Schlachthof bezogen. Die Augen wurden unmittelbar nach der Schlach-
tung in das Transportbeha¨ltnis u¨berfu¨hrt. Eine Vorsortierung oder Unterschei-
dung nach einzelnen Rinderrassen durch das Personal des Schlachthauses fand
nicht statt. Als Transportmedium diente der glucosehaltiger Vollelektrolytpuffer
(s. Anh. C, Tab. C.4), der auch die Grundlage fu¨r alle weiteren Versuche darstell-
te.
Ein Teil des Puffers wurde eingefroren und fu¨r den Transport als
”
Eis/Wasser-
Mischung“ verwendet. Dadurch konnte eine konstante Temperatur von 0 ◦C wa¨h-
rend des maximal einstu¨ndigen Transportes sichergestellt werden. Alle Augen
mit sichtbaren mechanischen Scha¨den an Cornea, Linse oder Iris-Ziliar-Ko¨rper
wurden ausgesondert. Die verbliebenen Augen wurden ausgiebig mit Pufferlo¨sung
pH7,4 gespu¨lt, um alle Reste anhaftenden Blutes, dessen Gehalt an Esterasen um
Zehnerpotenzen ho¨her liegt im Corneaepithel, zu entfernen. Das Epithel wurde
mit Hilfe eines Skalpells vollsta¨ndig abgehoben, ohne dabei Gewebe der angren-
zenden Sklera mit zu erfassen. Das Gewebe von jeweils zehn Corneae wurde in
10ml Puffer (0 ◦C) u¨berfu¨hrt.
Das Poolen von jeweils 10 Corneae zu einer Probe wurde eingefu¨hrt, um die
oben erwa¨hnten Unterschiede in der Enzymaktivita¨t des Epithelgewebes auszu-
gleichen und grobe Ausreißer zu eliminieren. Der damit einhergehende Verlust
der Einzelinformation u¨ber die tatsa¨chliche Spannweite der enzymatischen Akti-
vita¨t in der Rindercornea wurde zugunsten der notwendigen Verallgemeinerung
der Ergebnisse in Kauf genommen.
Das im Puffer befindliche Epithel wurde zuerst unter sta¨ndiger Eisku¨hlung mit
einem Ultra-Turrax 60 s lang zerkleinert. Anschließend wurde die Probe, eben-
falls unter Eisku¨hlung, mit einem Potter S innerhalb von 60 s homogenisiert. Die
erhaltenen Proben gelangten fu¨r die enzymatischen Versuche sofort zur Verwen-
dung oder wurden tiefgefroren fu¨r spa¨tere Untersuchungen aufbewahrt. Fu¨r die
Untersuchungen wurde auf eine Separierung der Mikrosomenfraktion verzichtet
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und mit dem Gesamthomogenat des cornealen Epithels gearbeitet. Eine Cha-
rakterisierung oder Isolierung einzelner Enzyme war fu¨r die Zielsetzung nicht
notwendig.
Die Tiefku¨hllagerung erfolgte bei −84 ◦C. Durch vergleichende Untersuchun-
gen konnte gezeigt werden, dass die enzymatische Aktivita¨t der gefrorenen Proben
in einem Zeitraum von bis zu 12 Monaten anna¨hernd erhalten bleibt. Proben bis
zu einem Lagerungszeitraum von 6Monaten zeigten keinen statistisch gesicher-
ten Unterschied in der enzymatischen Leistung gegenu¨ber frisch hergestelltem
Untersuchungsmaterial (s. Anh. A.3).
Auf die Anwendung eines speziellen Viabilita¨tstestes wurde verzichtet. Dem
liegt die U¨berlegung zugrunde, dass, wie spa¨ter noch weiter ausgefu¨hrt, eine re-
produzierbare enzymatische Leistung beim Abbau von Dipivefrin gefunden wur-
de. Des Weiteren erwies sich die in den verschiedenen Chargen gefundene Ab-
bauleistung im Rahmen der fu¨r biologische Systeme u¨blichen Schwankungen als
konstant. Diese Ergebnisse sprechen daru¨ber hinaus fu¨r eine einheitliche Proben-
gewinnung und Aufarbeitung sowie fu¨r konstante Bedingungen bei der Versuchs-
durchfu¨hrung und Analytik.
4.4 Versuchsdurchfu¨hrung
Ausgangspunkt fu¨r die Versuche war die Bestimmung der spontanen Hydroly-
se von Dipivefrin (s. 3.2.1.4) im verwendeten Puffer bei pH 7,4 im Sinne einer
Stabilita¨tsuntersuchung von Dipivefrin. U¨ber einen Zeitraum von 5 h wurden im
Abstand von jeweils 60 min Proben entnommen und mittels HPLC der Gehalt an
Dipivefrin und Epinephrin bestimmt. Das System entspricht dem o. a. isothermen
diskontinuierlichen Ru¨hrkesselreaktor. Alle Inkubationen wurden bei 33± 0,1 ◦C
durchgefu¨hrt. Wa¨hrend der gesamten Versuchsdauer wurden die Probengefa¨ße
mit einem horizontalen Exzenter bei einer Drehzahl von 100min−1 bewegt, um
eine einheitliche Durchmischung zu gewa¨hrleisten. Aufgrund seiner sehr guten
Lo¨slichkeit in Wasser wurde fu¨r alle Versuche das auch in der pharmazeutischen
Praxis eingesetzte Dipivefrin-Hydrochlorid verwendet.
Die Ausgangskonzentration betrug 0,1% Dipivefrin-Hydrochlorid. Wie in der
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Literatur bereits beschrieben, bewirkt DPE eine konzentrationsabha¨ngige Hem-
mung der enzymatischen Esterspaltung im Auge (s. 3.1.3.5). Eine Selbsthemmung
der Hydrolyse mit steigender Konzentration an DPE ist die Folge. Damit diese
Selbsthemmung nicht zusa¨tzlich Einfluss auf die Versuchsergebnisse nimmt, wur-
de die Ausgangskonzentration an DPE in den Versuchsreihen nicht variiert.
Um den Gegebenheiten am Auge eher gerecht zu werden, wurde fu¨r die Un-
tersuchungen mit den Cyclodextrinen die Inkubationsdauer auf 90min reduziert.
Die Probennahme erfolgte hierbei aller 10min. Die entnommenen Anteile wurden
verdu¨nnt, filtriert und sofort mittels HPLC vermessen.
Der Einfluss der Cyclodextrine auf die Esterhydrolyse von DPE wurde in
abgestuften Konzentrationsreihen der Cyclodextrine getestet. Die nativen Cyclo-
dextrine, α-, β- und γ-Cyclodextrin, und die substituierten Cyclodextrine, HP-α-,
HP-β- und HP-γ-Cyclodextrin, wurden in den molaren Verha¨ltnissen (CD:DPE)
von 1:1, 4:1, 8:1 und 16:1 untersucht. Bei β-CD musste wegen seiner geringen
Lo¨slichkeit in dem verwendeten Puffersystem auf die Konzentration im Verha¨ltnis
16:1 verzichtet werden.
Fu¨r die Untersuchungen mit dem Reinenzym ButChE wurde festgelegt, dass
die einzusetzende Enzymmenge so zu wa¨hlen war, dass damit in dem bekann-
ten Puffersystem ohne CD-Zusatz unter gleichen Bedingungen nach 90min der-
selbe Umsatz von DPE erzielt wird wie in den Versuchen mit dem Cornea-
Epithelhomogenat.
4.5 Auswertung
4.5.1 Vorversuche
Mit Versuchen u¨ber eine Untersuchungsdauer von 5 h wurde die spontane Hydro-
lyserate von Dipivefrin im verwendeten Puffersystem pH7,4 bestimmt. Wa¨hrend
der Versuche erfolgte eine Gehaltsbestimmung von Dipivefrin und Epinephrin in
Intervallen von 60min mittels HPLC. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 zusam-
mengefasst. Bei der Addition der Stoffmengenkonzentrationen von Dipivefrin und
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Epinephrin wa¨re eine Stoffmengengesamtkonzentration von 2,58mmol·l−1 fu¨r den
Fall zu erwarten, dass sich bei der Hydrolyse kein Monopivalylepinephrin anrei-
chert und kein oxidativer Abbau von Epinephrin stattfindet.
Tabelle 4.1: Hydrolytische Spaltung von Dipivefrin zu Epinephrin in Pufferlo¨sung
innerhalb von 5 h
Zeit DPE EPI DPE+EPI Fehlmenge
[h] [mmol·l−1] [mmol·l−1] [mmol·l−1] [%]
0 2,58 0,00 2,58 0,00
1 2,46 0,11 2,57 0,39
2 2,37 0,20 2,57 0,39
3 2,26 0,30 2,56 0,77
4 2,11 0,45 2,56 0,77
5 2,03 0,52 2,55 1,16
In gleicher Weise wurde eine Messreihe erstellt, die die hydrolytischen Vor-
ga¨nge im Cornea-Epithelhomogenat wiederspiegelt. Die Konzentrationsmessun-
gen von DPE und EPI fanden in denselben Zeitabsta¨nden und mit derselben
Messmethode statt (Tabelle 4.2). Die Abbildungen 4.1 und 4.2 zeigen die zu-
geho¨rigen Kurvenverla¨ufe. Die hydrolytische Spaltung von Dipivefrin in Puf-
ferlo¨sung verla¨uft u¨ber 5 h linear. Demgegenu¨ber endet der lineare Kurvenverlauf
der Spaltung von Dipivefrin in Epithelhomogenat nach 4 h; zu diesem Zeitpunkt
sind ≈ 95% des Dipivefrins hydrolysiert. Nach einer Inkubation von 5 h war im
Homogenat kein Dipivefrin mehr nachweisbar.
Wa¨hrend der Versuche konnte eine ro¨tliche Verfa¨rbung der Versuchsansa¨tze
beobachtet werden, die in der Pufferlo¨sung nach 4 h und im Homogenat nach 2 h
sichtbar wurde, was auf eine versta¨rkte Abbaureaktion im Homogenat hinweist.
Die Auswertung der Stoffmengenbilanzen von DPE und EPI fu¨hrt zu maximalen
Fehlbetra¨gen von 1,16% fu¨r den Versuch in Puffer bzw. 3,10% fu¨r den Versuch im
Homogenat. Mehrere Ursachen ko¨nnen hierfu¨r eine Rolle spielen. Mo¨glicherweise
fehlen in der Stoffmengenbilanz das 3- bzw. 4-Monopivalylepinephrin, dem steht
aber entgegen, dass mittels HPLC-Analyse keine Signale erfasst wurden, die die-
sen Zwischenprodukten der Hydrolyse zugeordnet werden konnten.
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Abbildung 4.1: Hydrolytische Spaltung von Dipivefrin zu Epinephrin in Puf-
ferlo¨sung innerhalb von 5 h; x¯± s, n=6
Tabelle 4.2: Hydrolytische Spaltung von Dipivefrin zu Epinephrin in Cornea-
Epithelhomogenat innerhalb von 5 h
Zeit DPE EPI DPE+EPI Fehlmenge
[h] [mmol·l−1] [mmol·l−1] [mmol·l−1] [%]
0 2,58 0,00 2,58 0,00
1 1,97 0,60 2,57 0,39
2 1,47 1,09 2,57 0,39
3 0,72 1,86 2,56 0,77
4 0,14 2,38 2,52 2,32
5 0,00 2,50 2,50 3,10
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Abbildung 4.2: Hydrolytische Spaltung von Dipivefrin zu Epinephrin in Cornea-
Epithelhomogenat innerhalb von 5 h; x¯± s, n=6
Wichtig sind in diesem Zusammenhang die beobachteten ro¨tlichen Verfa¨r-
bungen. Wie schon in Kapitel 3.2.1.4 angesprochen, fu¨hrt der oxidative Abbau
von Epinephrin zu intensiv gefa¨rbten Produkten. Es ist davon auszugehen, dass
die Fehlmengen in den Stoffmengenbilanzen das Ergebnis des oxidativen Abbaus
von EPI sind.
Auf den analytischen Nachweis der Abbauprodukte von EPI wurde verzich-
tet, da eine weitere Untersuchung des oxidativen Abbaus von Epinephrin nicht
Anliegen der Arbeit sein sollte. Die vorgesehene Inkubationszeit von 1,5 h liegt
im zeitlichen Rahmen noch vor dem Auftreten dieser Verfa¨rbungen.
Mit dem gefu¨hrten Nachweis der konstanten Summe der Stoffmengen von
DPE und EPI konnte in den weiteren Versuchen auf die Betrachtung des EPI
verzichtet werden. Alle weiteren Werte und Berechnungen wurden daher auf den
pharmazeutischen Wirkstoff Dipivefrin beschra¨nkt.
Abbildung 4.3 zeigt den Kurvenverlauf fu¨r den Dipivefrin-Abbau u¨ber 90min
im Homogenat, ohne den Einfluss von zugesetzten Cyclodextrinen. Zur Verdeutli-
chung des Anteils der spontanen Esterhydrolyse ist zusa¨tzlich der Kurvenverlauf
der Hydrolyse im Puffer dargestellt, die am Versuchsende ≈ 7% betra¨gt. Die
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Abbildung 4.3: Dipivefrin-Abbau im Epithelhomogenat und im Puffer innerhalb
von 90min; x¯± s, n=8
durch das Homogenat erreichte Hydrolyserate liegt dagegen bei ≈ 35%. Sie dient
im Folgenden als Bezugsgro¨ße fu¨r die Bewertung des Einflusses der Cyclodextrine
auf eine Hemmung bzw. Beschleunigung des Dipivefrin-Abbaus.
Um die zahlenma¨ßigen Werte des Dipivefrin-Abbaus durch das Reinenzym
ButChE mit den im Homogenat ermittelten Werten vergleichen zu ko¨nnen, wurde
fu¨r die ButChE-Versuche vorher der Bezugspunkt auf 35% Umsatz festgelegt. Die
Versuchsbedingungen wurden so gestaltet, dass fu¨r alle Versuche die Enzymmenge
zum Einsatz kam, die ausreichte, um vom eingesetzten DPE innerhalb von 90min,
ohne Zusatz von Cyclodextrinen, 35% hydrolytisch abzubauen.
4.5.2 Dipivefrin-Abbau im Cornea-Homogenat
In Abbildung 4.4 ist der prozentuale Umsatz von Dipivefrin aus 4.5.1 u¨ber 90min
ohne den Zusatz von Cyclodextrinen dargestellt. Der Abbau erfolgt linear (s. a.
Abb. 4.1 u. 4.2), d. h. in gleichen Zeiteinheiten werden gleiche Mengen Dipivefrin
abgebaut.
Wie schon unter 4.4 angegeben, wurden die Cyclodextrine in abgestuften Kon-
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Abbildung 4.4: Prozentualer Dipivefrin-Abbaus im Cornea-Homogenat als Funk-
tion der Inkubationszeit; lineare Regressionsgerade mit r2=0,9878 ; x¯± s, n=8
zentrationen hinsichtlich ihres Einflusses auf die Esterhydrolyse von DPE unter-
sucht. Ebenso wie aus den Homogenat-Versuchen mit DPE resultierten auch unter
Zusatz von α-, HP-α-, β-, HP-β-, γ- bzw. HP-γ-Cyclodextrin in allen gewa¨hlten
molaren Verha¨ltnissen von CD:DPE (1:1, 1:4, 1:8 und 1:16) ein linearer Verlauf
der c− t-Kurven.
Reaktionskinetisch gesehen folgen die erhaltenen Ergebnisse einem Reaktions-
geschwindigkeitsgesetz 0. Ordnung, da unabha¨ngig von der DPE-Konzentration
der Abbau linear, entsprechend der Gleichung 4.6, erfolgt:
vDPE = −dcDPE
dt
= k (4.6)
vDPE . . . Reaktionsgeschwindigkeit
k . . . Reaktionsgeschwindigkeitskonstante
Reaktionen 0. Ordnung werden ha¨ufig bei komplexen Reaktionen und Vor-
ga¨ngen beobachtet [Schwetlick et.al. 1982], die a¨hnlich dem Alkoholabbau
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durch das Enzym Alkoholdehydrogenase verlaufen. Fu¨r die Untersuchungen bie-
tet es sich daher an, nur die Messwerte nach der Inkubation u¨ber t=90min
zu betrachten. Im Anhang D sind die Abbauraten des DPE nach 90min in
Abha¨ngigkeit von dem molaren Verha¨ltnis CD:DPE fu¨r α-CD/HP-α-CD (Abb.
D.1), β-CD/HP-β-CD (Abb. D.2 und γ-CD/HP-γ-CD (Abb. D.3) dargestellt.
Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst.
Tabelle 4.3: Abbau von Dipivefrin im Epithelhomogenat unter Einwirkung der
Cyclodextrine in unterschiedlichen molaren Verha¨ltnissen nach 90min; x¯ ± s,
n=5–9, *p<0,05 (zum 35%-Wert)
Molverha¨ltnis Dipivefrin-Abbau [%]
CD:DPE α-CD HP-α-CD β-CD HP-β-CD γ-CD HP-γ-CD
1:1 29±9,9 35±9,9 46±4,0* 42±6,8 47±7,1* 47±1,7*
4:1 37±8,2 38±16,9 26±3,4* 23±9,1* 40±15,2 41±3,4*
8:1 30±8,9 27±10,6 12±8,5* 16±2,1* 36±7,5 38±8,1
16:1 41±7,8 30±14,5 10±8,8* 31±10,7 31±2,3
In Auswertung von Tabelle 4.3 kann allgemein abgeleitet werden, dass so-
wohl die nativen Cyclodextrine, als auch die substituierten Cyclodextrine den
Dipivefrin-Abbau im cornealen Epithel-Homogenat unterschiedlich beeinflussen.
Zum einen werden die Abbauraten des DPE, legt man den in Abbildung 4.4
erhaltenen Wert bei einer Inkubationszeit von 90min (DPE-Abbau: 35±4,9%)
zugrunde, erho¨ht und zum anderen teilweise massiv gehemmt.
Bei α-CD und HP-α-CD scheinen die Abbauraten weitgehend unabha¨ngig
vom eingesetzten Molverha¨ltnis (CD:DPE) zu sein, d. h. die Ergebnisse bewegen
sich zwischen leichten Steigerung bzw. Hemmung der Hydrolyse (s. a. Kapitel
4.5.4), ohne signifikante Unterschiede zu ergeben.
Bei β-CD und HP-β-CD zeigt die Abbaurate eine deutlich Abha¨ngigkeit vom
CD:DPE-Verha¨ltnis. Bei einem Molverha¨ltnis von 1:1 ist die DPE-Hydrolyse ge-
genu¨ber dem CD-freien Ansatz mit 35% Zersetzung auf 46% bzw. 42% gestei-
gert. Mit zunehmender CD-Konzentration verringert sich der Umsatz von DPE
drastisch. Unter Zusatz von HP-β-CD im molaren Verha¨ltnis 16:1 betra¨gt der
Umsatz lediglich noch 10%.
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Durch Zugabe von γ-CD und HP-γ-CD wurde in geringer Konzentration (1:1)
die gro¨ßte Steigerung der Hydrolyserate auf 47% erzielt. Mit zunehmender CD-
Konzentration sinkt die Abbaurate schließlich auf 31% und ergibt somit im Ver-
gleich zum Umsatz ohne Cyclodextrine von 35% lediglich eine leichte, aber nicht
signifikante Hemmung des Abbaus.
Die Versuche erbrachten weder einen signifikanten noch einen tendenziellen
Unterschied der Einflussnahme auf die hydrolytische Esterspaltung des Dipivefrin
durch die Hydroxypropylierung der Cyclodextrine.
4.5.3 Dipivefrin-Abbau durch das Reinenzym
Butyrylcholinesterase
Wie bereits vorgestellt, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit weiterhin der
Einfluss der Cyclodextrine auf den Dipivefrin-Abbau durch ein isoliertes Rein-
enzym untersucht. Auch bei diesen Versuchen zeigte sich ein Kurvenverlauf u¨ber
90min, analog zu den Versuchen im Homogenat (s. Kap. 4.5.2), d. h. ein linea-
rer Verlauf der c − t-Kurven des Dipivefrin-Abbaus. Fu¨r die Betrachtungen der
Ergebnisse werden wiederum die Messwerte nach der Inkubation u¨ber t=90min
herangezogen.
Zur Einhaltung der Versuchsbedingung: 35% hydrolytischen Umsatz (s. Kap.
4.5.1), war der Einsatz von 22,66 units ButChE notwendig. Damit wurde ein
Umsatz von 35±1,1% erzielt.
Im Anhang D sind die Abbauraten des DPE nach 90min in Abha¨ngigkeit vom
molaren Verha¨ltnis CD:DPE fu¨r α-CD/HP-α-CD (Abb. D.4), β-CD/HP-β-CD
(Abb. D.5) bzw. γ-CD/HP-γ-CD (Abb. D.6) dargestellt. Die Daten werden in
Tabelle 4.4 zusammengefasst.
Die Beeinflussung des DPE-Abbauverhaltens unter ButChE durch die obi-
gen Test-Cyclodextrine zeigt, dass wiederum ein differenziertes Abbauverhal-
ten in Abha¨ngigkeit vom eingesetzten Cyclodextrin sowie dessen Molverha¨ltnis
CD:DPE resultiert.
Die Abbauraten von α- und HP-α-CD sind gegenu¨ber dem Vergleichswert von
35% leicht erho¨ht. Diese Steigerung ist bei allen gewa¨hlten molaren Verha¨ltnissen
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Tabelle 4.4: Abbau von Dipivefrin durch ButChE unter Einwirkung der Cyclo-
dextrine in unterschiedlichen molaren Verha¨ltnissen nach 90min; x¯ ± s, n=6,
*p<0,05 (zum 35%-Wert)
Molverha¨ltnis Dipivefrin-Abbau [%]
CD:DPE α-CD HP-α-CD β-CD HP-β-CD γ-CD HP-γ-CD
1:1 38±1,7 36±0,8 36±1,9 35±1,3 37±0,8 37±1,6
4:1 36±0,9 37±1,1 34±0,8 33±0,9 35±0,8 35±0,6
8:1 38±0,8 36±1,5 32±1,8* 31±1,3* 33±1,7 33±0,7
16:1 38±1,3 37±1,6 24±0,5* 30±1,0* 32±0,7*
CD:DPE etwa gleich. Damit ist der Einfluss von α-CD und seinem Hydroxypro-
pyl-Derivat als unabha¨ngig von der Cyclodextrin-Konzentration anzusehen.
Fu¨r β-CD und sein Derivat ist im Gegensatz zu den Homogenat-Versuchen
bei einem molaren Verha¨ltnis von 1:1 keine signifikante Steigerung der Hydroly-
seleistung feststellbar. Mit Zunahme der CD-Konzentration (molares Verha¨ltnis
CD:DPE von 16:1) fa¨llt die Hydrolyserate fu¨r DPE unter Einfluss von HP-β-CD
signifikant auf 24%.
Durch die Zugabe von γ-CD und HP-γ-CD in geringer Konzentration (1:1)
wurde eine leichte Erho¨hung der Hydrolyserate auf 37% gemessen. Bei einem
molaren Verha¨ltnis von 4:1 sinkt die Abbaurate auf den 35%-Vergleichswert. Eine
weitere Steigerung der CD-Konzentration auf 8:1 reduziert den DPE-Umsatz in
ungefa¨hr dem Maß, wie durch den Einsatz der β-Cyclodextrine. Im Gegensatz
zu HP-β-CD fu¨hrt bei γ-CD und HP-γ-CD die Erho¨hung des Molverha¨ltnisses
CD:DPE auf 16:1 lediglich zu einer geringen Absenkung des DPE-Umsatzes.
Analog zu den Versuchen im Homogenat konnte bei der Umsetzung des DPE
durch das Enzym ButChE kein signifikanter Unterschied der Einflussnahme zwi-
schen den jeweiligen nativen und hydroxypropylierten Cyclodextrinen nachgewie-
sen werden.
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4.5.4 Vergleich des Dipivefrin-Abbaus im Homogenat und
durch das Reinenzym
Wie bereits unter 4.5.2 und 4.5.3 herausgearbeitet, zeigen sowohl die Cornea-
Epithelhomogenat- als auch die Reinenzym-Untersuchungen ein differenziertes
Dipivefrin-Abbauverhalten gegenu¨ber verschiedenen Cyclodextrinen und Cyclo-
dextrin-Konzentrationen. In den Abbildungen D.7, D.8, D.9, D.10, D.11und D.12
im Anhang D ab Seite 189 sind fu¨r die unterschiedlichen Cyclodextrine das DPE-
Abbauverhalten im Homogenat und unter Reinenzymbedingungen mit ButChE
gegenu¨ber gestellt.
Die Abbildungen D.7 und D.8 zeigen, wie bereits unter Punkt 4.5.2 erwa¨hnt,
einen wechselhaften Einfluss verschiedener α-CD bzw. HP-α-CD Konzentratio-
nen auf den Dipivefrin-Abbau im Cornea-Homogenat. Anders bei den Reinen-
zymuntersuchungen: Hier wird die Abbaurate fast nicht durch die CD beein-
flusst. Nach 90min Reaktionszeit wird bei den eingesetzten α-CD- und HP-α-
CD-Konzentrationen in etwa der gleiche Dipivefrin-Abbau erzielt.
Im Gegensatz dazu ist in den Abbildungen D.9, D.10, D.11 und D.12 deutlich
erkennbar, dass mit steigender Cyclodextrin-Konzentration ein geringer Hemmef-
fekt bei den Reinenzymuntersuchungen zu verzeichnen ist. Auffallend ist, dass die
Senkung der Dipivefrin-Abbaurate sowohl bei den Cyclodextrinen der β-Gruppe
(β-CD, HP-β-CD) als auch bei denen der γ-Gruppe (γ-CD, HP-γ-CD) nahezu
identisch ist.
Andere Verha¨ltnisse liegen bei der Cornea-Homogenat-Untersuchung vor. So
fallen z. B. die Dipivefrin-Abbau-Kurven des γ- und des HP-γ-CD um etwa 16%,
d. h. es ergibt sich eine geringfu¨gige Hemmwirkung auf die Abbaurate. Wesentlich
deutlicher sind die Effekte jedoch bei β- und HP-β-CD. Bei beiden Cyclodextrinen
war mit steigendem Molverha¨ltnis CD:DPE ein signifikant inhibierender Effekt
von 32–34% zu beobachten.
Zur besseren Verdeutlichung der Cyclodextrin-Einflu¨sse auf den Dipivefrin-
Abbau wurden die Messergebnisse aus den Tabellen 4.3 und 4.4 normiert. Diese
vorgenommene Normierung erfolgte jeweils mittels des 90-Minuten-Messwertes
des Dipivefrin-Abbaus im Cornea-Epithelhomogenat ohne Cyclodextrinzusatz.
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Diese Abbaurate betrug 35±4, 9% (s. Abb. 4.4) und wurde zu 100% festgesetzt.
In den Tabellen 4.5 und 4.6 sind die auf diesen Umsatz von 100% normierten
Messwerte fu¨r die Homogenat-Versuche und die ButChE-Versuche dargestellt.
Tabelle 4.5: Normierte Dipivefrin-Abbauraten nach 90min im Cornea-
Epithelhomogenat als Funktion der unterschiedlichen Molverha¨ltnisse CD:DPE
Molverha¨ltnis normierte Dipivefrin-Abbaurate [%]
CD:DPE α-CD HP-α-CD β-CD HP-β-CD γ-CD HP-γ-CD
1:1 83 100 131 120 134 134
4:1 106 109 74 66 114 117
8:1 86 77 34 46 103 109
16:1 117 86 29 89 89
Im Gegensatz zu den bisherigen Auswertungen zeigen die normierten Er-
gebnisse ein wesentlich differenzierteres Bild des Cyclodextrineinflusses auf den
Dipivefrin-Abbau im Cornea-Epithelhomogenat (s. S. 192 ff.). α-CD und sein
Hydroxypropyl-Derivat (Abb. D.13, D.14), β-CD und sein Hydroxypropyl-Derivat
(Abb. D.15, D.16) sowie γ-CD und sein Hydroxypropyl-Derivat (Abb. D.17, D.18)
u¨ben einen differenzierten Einfluss auf die Abbaugeschwindigkeit des DPE aus.
Dies soll am Beispiel β- und HP-β-CD gezeigt werden. In den Abbildungen D.15
und D.16 ist dargestellt, dass es bei einem molaren Verha¨ltnis von 1:1 im Ho-
mogenat zu einer Steigerung des DPE-Umsatzes kommt, die bei der ButChE
nicht zu beobachten ist. Jedoch kommt es mit steigender CD-Konzentration ab
Tabelle 4.6: Normierten Dipivefrin-Abbauraten nach 90min durch das Reinenzym
ButChE als Funktion der unterschiedlichen Molverha¨ltnisse CD:DPE
Molverha¨ltnis normierte Dipivefrin-Abbaurate [%]
CD:DPE α-CD HP-α-CD β-CD HP-β-CD γ-CD HP-γ-CD
1:1 108 102 103 100 105 106
4:1 103 105 97 95 100 100
8:1 109 103 90 89 95 94
16:1 109 106 68 87 91
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dem Verha¨ltnis CD:DPE von 4:1 zu einer Wirkungsumkehrung. Bei der ho¨chsten
Konzentration (16:1) zeigen sich ausgesprochen starke Hemmeffekte auf den DPE-
Umsatz im Homogenat, in Vergleich dazu ist der Hemmeffekt bei der ButChE
etwas schwa¨cher.
Im Gegensatz dazu zeigen γ- und HP-γ-CD (Abb. D.17 und D.18) im Homo-
genat bis zum molaren Verha¨ltnis 8:1, mit der ButChE bis 4:1, eine Steigerung
des Abbaus von DPE. Erst bei einem großen U¨berschuss an CD (Molverha¨ltnis
16:1) kommt es zu einer Hemmung des Umsatzes von DPE im Homogenat und
durch ButChE.
Wie schon mehrfach erwa¨hnt, liefern α- und HP-α-CD (Abb. D.13 und D.14)
ein sehr wechselhaftes Bild von ihrem Einfluss auf die Hydrolyse von DPE.
Wa¨hrend beide Cyclodextrine im Homogenat einen uneinheitlichen Einfluss aus-
u¨ben, der sich nicht mit der CD-Konzentration korrelieren la¨sst, ist der Abbau
des DPE durch die ButChE durchga¨ngig schwach erho¨ht.
4.6 Diskussion
Eine Erkla¨rung fu¨r die unterschiedlichen Hemm- bzw. Steigerungseffekte des
Dipivefrin-Abbaus liegt offensichtlich im molekularen Bereich der einzelnen Cyclo-
dextrine begru¨ndet. Geht man von der allgemeinen Formulierung enzymatischer
Reaktionen aus:
Enzym+Substrat → Enzym-Substrat-Komplex → Enzym+Reaktionsprodukt
(Esterase+Dipivefrin → Esterase-Dipivefrin-Komplex → Esterase+Epinephrin)
so kann unter Beru¨cksichtigung der Tatsache, dass alle enzymatischen Re-
aktionen Gleichgewichtsreaktionen sind, folgende Reaktionsgleichung (Gl. 4.7)
formuliert werden:
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E + S
k1

k2
ES
k3→ E +R (4.7)
E . . . Enzym
S . . . Substrat
ES . . . Enzym-Substrat-Komplex
R . . . Reaktionsprodukt
Der Quotient k2+k3
k1
ist gleich der Dissoziationskonstanten Km des Enzym-
Substrat-Komplexes, d. h. im speziellen Falle des Esterase-Dipivefrin-Komplexes.
In diesem Fall bezeichnet man Km als Michaelis-Konstante. Der in Gleichung 4.7
postulierte Zerfall erfolgt in zwei Schritten gema¨ß Gleichung 4.8:
ES
k5

k4
ER
k3→ E +R (4.8)
ER . . . Enzym-Reaktionsprodukt-Komplex
Durch die Zusammenfassung der Gleichungen 4.7 und 4.8 wird die gesam-
te Komplexita¨t des Vorgangs sichtbar, und man erha¨lt durch die resultierende
Gleichung 4.9 einen U¨berblick u¨ber die enzymatischen Abla¨ufe.
E + S
k1

k2
ES
k5

k4
ER
k3→ E +R (4.9)
Die Hintereinanderschaltung anderer bzw. weiterer enzymatischer Schritte
hinsichtlich eines speziellen Abbaus von R (s. Abb. 3.7) im Cornea-Epithelhomogenat
(Gl. 4.10) kann auch eine mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r das spezielle Verhalten (s. Abb.
D.15, D.16, D.17 und D.18) der Cyclodextrine sein.
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R
E1
 R′ E2
 R′′ E2
 R′′′ (4.10)
R . . . Reaktionsprodukte
Rx . . . Folgeprodukte
En . . . weiter Enzyme bzw. Enzymsysteme
Unter Beru¨cksichtigung der in der Tabelle 4.6 wiedergegebenen normierten
Reinenzymversuche, die im Durchschnitt bei einem CD:DPE Molverha¨ltnis von
1:1 alle eine Abbausteigerung bzw. Konstanz der Abbauleistung zeigen (es fehlen
weitere Enzyme), kann es im Cornea-Epithelhomogenat zu U¨berlagerungeffekten
(Parallel- und Folgereaktionen) kommen.
Neben den bisher genannten, ko¨nnen natu¨rlich weitere Reaktionen fu¨r das
unterschiedliche Reaktionsverhalten (Dipivefrin-Abbau) in Anwesenheit der Cy-
clodextrine mit steigender Konzentration verantwortlich sein:
1. Stereochemische Spezifita¨tsunterschiede [Leuthardt 1959], bedingt durch
das Einfu¨hren zusa¨tzlicher Atomgruppen vom α- zum γ-CD und die Hydro-
xypropylierung, die dann die Reaktion zwischen Wirkgruppe und Substrat
dosisabha¨ngig aktivieren oder inhibieren kann (Vera¨nderung der eigentli-
chen Wirkungsspezifita¨t, Gruppenspezifita¨t und Substratspezifita¨t).
2. Konstitutionsbedingte unterschiedliche Affinita¨ten des Substrats in Anwe-
senheit weiterer anorganischer Stoffe. So wurde bei Esterasen allgemein
beobachtet, dass Chloridionen Vera¨nderungen in der Affinita¨t hervorrufen
ko¨nnen. Diese anorganischen Stoffe, als Zusatzstoffe teilweise im physiologi-
schen Puffer enthalten, bilden sogenannte
”
labile Sorptionsverbindungen“,
welche die in der Gleichung 4.9 angefu¨hrten Teilreaktionen beeinflussen
ko¨nnen.
3. Die Konzentrationszunahme innerhalb eines definierten Cyclodextrins kann
gleichfalls selektiv ganz verschiedene Bindungen innerhalb des Komplexes
verursachen und damit auch unterschiedliche Reaktionen hervorrufen. Hin-
zu kommt, dass eingefu¨hrte Atome und Atomgruppen sowie auch ho¨here
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Konzentrationsverha¨ltnisse gleichfalls zu ra¨umlichen Verzerrungen des Sub-
stratmoleku¨ls und somit zu unterschiedlichen Abbauraten fu¨hren ko¨nnen.
Gleiche Ergebnisse sind auch denkbar, wenn durch Wechselwirkungen zwi-
schen Enzymprotein und Substrat eine reversible Faltung des Enzymprote-
ins und somit die Bildung bzw. Lo¨sung mo¨glicher Wasserstoffbru¨cken auf-
tritt.
4. Die Vera¨nderung der Zerfallsgeschwindigkeit der gema¨ß Gleichung 4.9 und
4.10 intermedia¨r gebildeten Esterase-Dipivefrin-Komplexe infolge mo¨glicher
Konkurrenzhemmung, Verdra¨ngungshemmung im Sinne kompetitiver Hem-
mungen (d. h. durch Konzentrationserho¨hung der CD wird die kompetitive
Hemmung ganz oder teilweise aufgehoben) oder auch durch nichtkompe-
titive Hemmung von entsprechenden, teilweise vera¨nderten Enzymprotei-
nen sind denkbar. Durch die dadurch hervorgerufene mo¨gliche Verschiebung
der Michaelis-Konstanten, d. h. eine Verschiebung z. B. des bei der Dipive-
frinlo¨sung ohne CD-Zusatz vorherrschenden Gleichgewichts, kann dann bei
CD-Anwesenheit zu langsamerem bzw. schnellerem Umsatz der gebildeten
Intermedia¨rkomplexe fu¨hren.
5. Abschließend wa¨re noch die Abha¨ngigkeit der Esterase-Reaktion von Tem-
peratura¨nderungen (in den vorliegenden Versuchen konstant 33±0,1 ◦C),
von pH-Wert-A¨nderungen wa¨hrend des Abbaus (Zunahme der Hydronium-
ionen-Konzentration, die nicht durch die Pufferlo¨sung neutralisiert wird),
von Redoxpotentialen und letztlich der Einwirkung von Enzymgiften (Inhi-
bitoren) oder Aktivatoren, die z. B. verschiedene bestehende chemisch sta-
bile Bindungen abschwa¨chen ko¨nnen, zu nennen.
Unter diesen genannten Pra¨missen sind dann auch die tendenziellen und si-
gnifikanten Abbau-Hemmungen und -Steigerungen des DPE bei den Systemen
Dipivefrin:Cyclodextrin/HP-Cyclodextrin besser versta¨ndlich.
Dass bei der Erkla¨rung der gefundenen Effekte sowohl stereochemische Ef-
fekte als auch andere reaktionsbeeinflussende Mechanismen auftreten, zeigt der
Vergleich der normierten Reinenzym-Auswertungen und der Cornea-Epithel-ho-
mogenate (s. Tab. 4.6, 4.5). Sieht man von der α-CD-Gruppe ab, die unter den
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Reinenzym-Versuchen keine Steigerung oder Hemmung des DPE-Abbaus bei ver-
schiedenen Konzentration bewirkt, zeigt sich bei allen anderen Cyclodextrinen,
dass es bei ho¨heren molaren Verha¨ltnissen als 1:1 grundsa¨tzlich zu einem Abfall
des DPE-Umsatzes kommt.
Bei den Versuchen im Homogenat zeigt sich im Gegensatz zu den ButChE-
Untersuchungen deutlicher ein Bild sich offensichtlich u¨berlagernder Effekte (z. Zt.
wissenschaftlich nicht interpretierbar). Am sta¨rksten macht sich dies bei α- und
HP-α-CD bemerkbar, wo sich tendenziell mit steigender Konzentration ein mehr-
facher Wechsel von Beschleunigung und Hemmung des Abbaus von DPE einstellt.
Bei den anderen CD ergibt sich ein signifikanter Wechsel der Einflussrichtung.
Wa¨hrend in niedriger Konzentration (Molverha¨ltnis 1:1) ein beschleunigter Ab-
bau von DPE abla¨uft, hemmen die CD den DPE-Abbau konzentrationsabha¨ngig.
Den sta¨rksten Einfluss zeigt hierbei das HP-β-CD, das den DPE-Umsatz auf
10% reduziert, wobei zu vermuten ist, dass neben den weiter oben genannten
mo¨glichen reaktionskinetisch relevanten Einflussfaktoren auch Reaktionen im Sin-
ne der Gleichung 4.10 (s. S. 66) ablaufen.
Eine Aufkla¨rung der genauen Wirkungsmechanismen ist, legt man den der-
zeitigen wissenschaftlichen Kenntnistand zu Grunde, a¨ußerst komplex. Zur Ab-
kla¨rung der Fragen, ob die verwendeten unterschiedlichen Cyclodextrine inter-
media¨re Bindungen mit Dipivefrin eingehen, wie stark diese Wechselwirkungen
sind und ob es von der CD-Konzentration abha¨ngige Effekte gibt, mu¨ssen weitere
Untersuchungen mit geeigneten Methoden erfolgen.
Von den untersuchten Cyclodextrinen scheinen nur β- bzw. HP-β-CD geeignet
zu sein, relevanten Einfluss auf die Verfu¨gbarkeit von DPE zu nehmen. Fu¨r die
praktische Anwendung ist nur das in Wasser sehr gut lo¨sliche HP-β-CD geeignet
(s. a. [Jarho et al. 1997]). Untersuchungen anderer Autoren demonstrieren die
mo¨gliche ophthalmologische Anwendung von HP-β-CD im Zusammenhang auch
mit anderen Arzneistoffen (Diclofenac-Na [Reer et al. 1994], Indometacin [Van
Doorne 1993], Pilocarpin-HCl [Freedman et al. 1993], Dexamethason, Dexa-
methasonacetat [Usayapant et al. 1991]).
Kapitel 5
Wechselwirkungen zwischen
Dipivefrin und Cyclodextrinen
5.1 Allgemeine Bemerkungen
Cyclodextrine sind, wie bereits ausgefu¨hrt (s. Kap. 3.2.2 ab S. 42), besonders
interessant, da die apolare Kavita¨t in der Lage ist, apolare Moleku¨le und Mo-
leku¨lteile von Substanzen einzuschließen, passende molekulare Dimensionen vor-
ausgesetzt. Fu¨r den Nachweis solcher Wechselwirkungen sowie deren Quantifizie-
rung und Charakterisierung existieren eine Vielzahl von Methoden und Verfah-
ren. Zu unterscheiden sind Untersuchungen an festen oder in Lo¨sung befindlichen
Komplexen. Erstere ko¨nnen speziell fu¨r die Analytik hergestellt oder aus den
verwendeten Versuchslo¨sungen isoliert werden. Gewu¨nscht ist ha¨ufig, die Wech-
selwirkungen direkt in wa¨ssriger Lo¨sung zu charakterisieren (s. a. [Keipert et al.
1996]). Eine Zusammenstellung mo¨glicher Methoden gibt Tabelle 5.1.
Fu¨r die sich aus der Problemstellung der Arbeit ergebende Aufgabe, die Wech-
selwirkungen zwischen den CD und DPE nachzuweisen, wurden ausschließlich
Verfahren ausgewa¨hlt, die einen direkten Nachweis der Wechselwirkung und,
wenn mit den Methoden mo¨glich, eine Quantifizierung und Charakterisierung
in der wa¨ssrigen Phase zuließen. Durch diesen Ansatz soll der Tatsache Rech-
nung getragen werden, dass die vorher durchgefu¨hrten enzymatischen Versuche
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Tabelle 5.1: Methoden zum Nachweis und zur Charakterisierung von Wechselwir-
kungen von Cyclodextrinen mit Arzneistoffen
In der Festphase In wa¨ssriger Lo¨sung
Ro¨ntgendiffraktometrie 1H-NMR-Spektroskopie
FT-IR-Spektroskopie 13C-NMR-Spektroskopie
Differenzthermoanalyse Ultrafiltration
Elektronenmikroskopie UV/VIS-Spektroskopie
Ro¨ntgenstrukturanalyse HPLC-Methoden
Leitfa¨higkeitsmessung
FT-IR-Spektroskopie
Lo¨slichkeitsbestimmung
in Pufferlo¨sungen stattfanden und sich so eine bessere Korrelation erreichen la¨sst
als durch die Herstellung von festen Komplexen.
5.2 Membranverfahren: Ultrafiltration
5.2.1 Allgemeine Bemerkungen
Die Ultrafiltration (ha¨ufig in Form eines Zentrifugalverfahren durchgefu¨hrt), viel-
fach fu¨r Bindungsstudien von Arzneistoffen an Serumprotein verwendet [Whit-
lam und Brown 1981,Jerkunica et al. 1980,Hammond et al. 1980,Shah et al.
1974], ist ein membrangestu¨tztes Trennverfahren, das fu¨r die Wechselwirkungs-
untersuchungen zwischen einem Arzneistoff und Cyclodextrinen geeignet ist. Zu
dieser Verfahrensgruppe za¨hlen des Weiteren die Umkehrosmose, die Gleichge-
wichtsdialyse und die Mikrofiltration.
Bei der Umkehrosmose werden niedermolekulare Stoffe (Mr <100) durch hohe
Dru¨cke an semipermeablen Membranen getrennt. Als Mass fu¨r die Trennfa¨higkeit
wird u¨blicherweise die NaCl-Ru¨ckhaltekapazita¨t angegeben. Bei der Gleichge-
wichtsdialyse werden die Diffusionsunterschiede von Substanzen aus der Pro-
be durch eine Membran in das Dialysat bestimmt [MacGregor und Sar-
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Abbildung 5.1: Querschnitt durch eine mikroporo¨se Membran. Partikel werden
an der Oberfla¨che oder in der poro¨sen Matrix zuru¨ckgehalten. Elektronenmikro-
skopische Aufnahme aus [Amicon, Inc. 1995]
di 1991,Nimmo et al. 1977,Chrai und Robinson 1976]. Die Durchtrittsrate
ist proportional abha¨ngig von der Aktivita¨t des zu untersuchenden Stoffes und
umgekehrt proportional von dessen Molekulargewicht. Mikrofiltrationen werden
u¨blicherweise mit mikroporo¨sen starren Membranen mit einer definierten Poren-
gro¨ße durchgefu¨hrt (s. Abb. 5.1). Hierbei werden Partikel mit einem Durchmesser
> 0, 1µm durch die Oberfla¨chen- (Sieb-) und Tiefenfiltration an der Membran
zuru¨ckgehalten. Zur Bestimmung von Wechselwirkungen zwischen Arzneistoffen
und Cyclodextrinen ist dieses Verfahren allerdings ungeeignet.
Demgegenu¨ber passieren bei der Ultrafiltration alle Stoffe unterhalb einer
membranspezifischen Molekulargewichts-Trenngrenze (MWCO: molecular weight
cutoff) die Membran. Hierbei spielt die jeweils vorliegende Konzentration der
Lo¨sung keine Rolle. Die Ultrafiltration gilt im Vergleich zu der dieselben Resul-
tate liefernden Gleichgewichtsdialyse als einfacher und schneller handhabbar [So-
phianopoulos et al. 1978]. Selbst die in der chemischen Verfahrenstechnik ha¨ufig
angewandte kontinuierliche Ultrafiltration, meist als cross-flow-Verfahren betrie-
ben, la¨sst sich als Analysenmethode nutzen [Campion und Olsen 1974].
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Abbildung 5.2: Querschnitt durch eine anisotrope Ultrafiltrationsmembran
Amiconr von Millipore. Die
”
Ultrafiltrationshaut“ auf der Membranoberfla¨che
(im Bild oben) ist sehr du¨nn und nahezu unsichtbar. Die offenzellige Struk-
tur (sog. Fingerstruktur) darunter ist hochpermeabel. Elektronenmikroskopische
Aufnahme aus [Amicon, Inc. 1995]
Als Ultrafiltrationsmembran kam im vorliegenden Fall eine zweischichtige ani-
sotrope Membran (s. Abb. 5.2) zum Einsatz. Dabei handelt es sich um eine asym-
metrische Membran, die vereinfacht als Zwei-Zonen-System angesehen werden
kann. Das System besteht aus einer sehr du¨nnen aktiven Schicht, einer Ober-
schicht mit Poren definierten Durchmessers, die somit die Molekulargewichts-
Trenngrenze der Oberfla¨chenfiltration bestimmt, und einer wesentlich dickeren
poro¨sen Stu¨tzschicht, deren Porengro¨ße zur Permeatseite hin zunimmt und da-
mit sicherstellt, dass keine Tiefenfilterwirkung durch die Gesamtmembran eintritt
und der Permeatfluss unabha¨ngig vom jeweils angelegten Druck ist und keinen
Einfluss auf den Filtrationsvorgang ausu¨bt.
Dieses Verfahren wird angewendet, wenn nur einer der Wechselwirkungspart-
ner die Membran passieren kann. Entstehen intermolekulare Verbindungen, so
sind diese Assoziate auf Grund ihrer Moleku¨lgro¨ße ebenfalls nicht filtrierbar. Le-
diglich der freie Anteil der niedermolekularen Verbindungen beha¨lt seine Durch-
trittsmo¨glichkeit. Da diese zumeist reversiblen Wechselwirkungen eine Gleichge-
wichtsreaktion (A + B 
 AB) darstellen, ist die Lage des Gleichgewichts und
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damit der Anteil an freier passagefa¨higer Substanz, die im Filtrat quantifizierbar
ist, ein Mass fu¨r die Sta¨rke der Wechselwirkung.
5.2.2 Theoretische Betrachtungen
Um Wechselwirkungen zwischen zwei Substanzen durch Filtration bestimmen zu
ko¨nnen, ist eine Trennmembran notwendig, deren molekulare Ausschlussgrenze
zwischen den relativen Moleku¨lmassen (Mr) der zur Untersuchung anstehenden
Substanzen liegt. Die MWCO gibt hierbei das Molekulargewicht eines globula¨ren
Proteins an, das zu 90% von der jeweiligen Membran zuru¨ckgehalten wird. Zwi-
schen DPE (Mr=387) und den CD-Moleku¨len, das kleinste ist α-CD mit einer
Mr von 972, kam eine Membran mit einem MWCO von 500 zur Anwendung.
Die angegebene Trenngrenze ist kein absolutes Maß. Bei allen Substanzen, die
nicht dem oben genannten Kriterium
”
globula¨res Protein“ entsprechen, ist mit ei-
nem vera¨ndertem Ru¨ckhaltevermo¨gen zu rechnen. Neben den Parametern Poren-
gro¨ße, Porengeometrie, den Materialeigenschaften des Filters und dem Lo¨sungs-
mittel ist die reale Trenngrenze in hohem Masse abha¨ngig von der Moleku¨lgeome-
trie und Ladung der zu trennenden Stoffe. Dabei ist davon auszugehen, dass auch
Moleku¨le mit einer Mr unterhalb der MWCO am Durchtritt behindert werden
und zwar um so mehr, je dichter sich ihre Mr dem MWCO na¨hert. Ebenso ist
ein Durchtritt gro¨ßerer Moleku¨le durch den Ultrafilter nicht auszuschließen. Als
Richtwert sollte die molare Masse des zuru¨ckzuhaltenden Stoffes 2,5 mal ho¨her
sein als der angegebene MWCO der Membran. Das kleinste CD (α-CD,Mr=972)
besitzt ein anna¨hernd doppelt so großes Molekulargewicht wie die MWCO. Des-
halb ist bei einer Membran mit einem MWCO von 500 zu vermuten, dass zu-
mindest α-CD im begrenzten Maß die Membran passieren kann. Diese Grenzfa¨lle
sind zu u¨berpru¨fen und ggf. in die Bewertung der Ergebnisse aufzunehmen.
Auch wa¨hrend eines diskontinuierlichen Ultrafiltrationsvorganges, bei dem es
im Retentat zu einem Anstieg der Konzentration der zuru¨ckgehaltenen Kompo-
nente kommt, a¨ndern sich die Bindungsgleichgewichte nur unwesentlich. Nach
den Arbeiten von Kwong ist die Wirkstoffkonzentration im Ultrafiltrat relativ
konstant und entspricht dem Anteil an ungebundenen Wirkstoff, vermindert um
die membranbedingten Filtrations- und Adsorptionsverluste [Kwong 1985].
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Abbildung 5.3: Konzentration von Barbital im Permeat der Ultrafiltration unter
Einfluss steigender Konzentrationen von β-CD
Die Transportvorga¨nge an einer zweischichtigen Membran basieren grund-
sa¨tzlich auf einem vierschichtigen Transportmodell (s. Kap. 7.2.4.8, S. 124), den
unterschiedlich strukturierten Membranschichten und den Konzentrationsgrenz-
schichten auf beiden Seiten der Membran. Wie schon unter 5.2.1 ausgefu¨hrt, ver-
sucht man, durch geeignete Strukturen der passiven Schicht auf der Permeatseite
der Membran den Einfluss der dort angelagerten Grenzschicht zu minimieren.
Zum Nachweis der Wechselwirkungen zwischen Arzneistoffen und Cyclodextrinen
wurden Versuche u. a. mit Barbital/β-CD durchgefu¨hrt [Siefert 1998, Jones
und Parr 1985]. Die Ergebnisse dieser beiden Untersuchungen sind in Abbildung
5.3 dargestellt. Deutlich zu erkennen ist, obwohl unstrittig eine Wechselwirkung
zwischen Barbital und β-CD bewiesen wurde, dass schon die Wahl eines anderen
Ultrafilters (Siefert: MWCO=500, Jones und Parr: MWCO=1000) zu deutlich
anderen Kurvenverla¨ufen und Interpretationen fu¨hrt.
Auch mit anderen Arzneistoffen wurden entsprechende Untersuchungen mit
Hilfe von Ultrafiltrationsmembranen durchgefu¨hrt, u. a. mit Spironolacton/β-
und γ-CD [Yusuff und York 1991], mit Warfarin/β-CD [Lin und Yang 1987]
und mit Pilocarpin/α-, HE-β- und HP-β-CD [Siefert 1998].
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Insbesondere bei der Ultrafiltration kommt es ha¨ufig vor, dass der Stro¨mungs-
widerstand R nicht nur vom hydraulischen Widerstand der Membran RM , son-
dern auch vom hydraulischen Widerstand der sich bildenden Konzentrations-
grenzschicht RG determiniert wird. Der als Konzentrationspolarisation (Theorie
s. a. [Na¨ser 1986,Pohl 2000]) bezeichnete Effekt beeinflusst den Flux J des
Lo¨sungsmittels nach Gleichung 5.1:
J =
∆p− pi
RM +RG
(5.1)
∆p . . . transmembrane Druckdifferenz
pi . . . osmotischer Druck der Lo¨sung
Gebildet wird die Konzentrationsgrenzschicht durch den Fluss des Lo¨sungs-
mittels in Richtung Membran und die dort stattfindende Anreicherung der zu-
ru¨ckgehaltenen Komponente (hier: Cyclodextrine). Es entsteht eine Art Gel-
schicht auf der Membran. Der hydraulische Widerstand der sich bildenden Grenz-
schicht ist in niedrigen Konzentrationen linear abha¨ngig von der Konzentrati-
on der zuru¨ckgehaltenen Komponente. Daher ist mit einer linear von der CD-
Konzentration abha¨ngenden Verringerung des Permeatflusses zu rechnen.
Bei starker Aufkonzentrierung des CD in der Grenzschicht (besonders gefo¨r-
dert durch eine hohe CD-Konzentration im Retentat) kommt es durch Errei-
chen und U¨berschreiten der Sa¨ttigungskonzentration der zuru¨ckgehaltenen Kom-
ponente zur Bildung einer Deckschicht durch Scaling. Die Sta¨rke der Schicht
ist demnach abha¨ngig von der CD-Konzentration. Diese Deckschicht bildet eine
zusa¨tzliche, in den Filtrationsprozess eingreifende Membranfla¨che. (Dieser Deck-
schicht ist aus den oben genannten Gru¨nden wieder eine Konzentrationsgrenz-
schicht aufgelagert.) Dadurch verringert sich der Flux J nun zusa¨tzlich proportio-
nal zur Konzentration der zuru¨ckgehaltenen Komponente und der sich bildenden
Deckschicht. Die Gleichung 5.1 muss um den hydraulische Widerstand der Deck-
schicht RD erga¨nzt werden (Gl. 5.2):
J =
∆P − pi
RM +RG +RD
(5.2)
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Die Wirkstoffkonzentration im Ultrafiltrat (s. o.) entspricht prinzipiell weiter-
hin dem Anteil des ungebundenen Wirkstoffs, allerdings kommt zur Verminde-
rung um die membranbedingten Filtrations- und Adsorptionsverluste ein weite-
res Verlustmodul hinzu. Dieses besteht aus den Filtrations- und Adsorptionsver-
lusten der Deckschicht. Wie oben erwa¨hnt, sind die Dicke der Deckschicht und
damit die durch sie verursachten Verluste eine Funktion der Konzentration der
zuru¨ckgehaltenen Komponente, d. h. im Permeat sinkt die Arzneistoffkonzentra-
tion linear mit steigender CD-Konzentration. Dafu¨r ist keine Wechselwirkung
Arzneistoff/Cyclodextrin notwendig. Eine Verminderung der Arzneistoffkonzen-
tration linear zur eingesetzten Cyclodextrinmenge ist daher kein sicheres Zeichen
fu¨r eine Wechselwirkung. Zusa¨tzlich kann es durch Kristallisationen in der ak-
tiven Schicht der Membran zu irreversiblen Scha¨den an der Membranstruktur
kommen. Bei einem wiederholten Einsatz derselben Membran wu¨rde sich dies
durch vera¨nderten Flux und vera¨nderte Verluste an der Membran widerspiegeln.
5.2.3 Versuchsdurchfu¨hrung
Die Durchfu¨hrung erfolgte mit einer Ultrafiltrationszelle (micropartition system
MPS-1, Amiconr, Beverly, USA). Bestu¨ckt war die Zelle mit einer hydrophilen
Amiconr Ultrafiltrations-Membran YC05 (Milliporer, Bedford, USA) mit einem
MWCO von 500.
Als Substrate kamen wa¨ssrige Lo¨sungen zum Einsatz. Die DPE-HCl-Konzen-
tration war fu¨r die Versuche mit und ohne CD jeweils konstant. Die Cyclodextrine
wurden in definierten molaren Verha¨ltnissen zu DPE zugesetzt. Zur Pru¨fung der
Passage des jeweiligen CD durch den Filter wurden wiederholte Versuche mit
einheitlicher Eingangskonzentration durchgefu¨hrt und die CD-Konzentration po-
larimetrisch im Filtrat bestimmt (s. Anh. A.1.3, S. 175).
Um die Substanzbelastung der Filter durch Scaling (s. o.) gering zu halten,
wurde von der fu¨r die enzymatischen Versuche verwendeten Konzentration von
1mg·ml−1 abgewichen und mit einer geringeren DPE-HCl-Konzentration von
0,1mg·ml−1 (=2,58·10−4mol·l−1) gearbeitet. Wechselwirkungen finden konzen-
trationsabha¨ngig statt; erfahrungsgema¨ß sind sie in verdu¨nnten Lo¨sungen sta¨rker.
Die CD wurden in folgenden molaren Verha¨ltnissen CD:DPE zugesetzt: 0,5:1, 1:1,
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2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 12:1 und 16:1; das entspricht Konzentrationen von
0,129 bis 4,128mmol·l−1. Als Ausgangs- und Vergleichswert wurden sechs Pro-
ben ohne Zusatz von CD bearbeitet. Damit wurde gleichzeitig der Anteil DPE
bestimmt, der unter den gegebenen Bedingungen von dem verwendeten Filter-
material zuru¨ckgehalten wird.
Zu je 10ml DPE-Lo¨sung (2,58·10−4mol·l−1) wurden die den molaren CD:DPE-
Verha¨ltnissen entsprechenden Mengen an CD zugesetzt. Fu¨r jede Konzentration
wurden je drei Proben hergestellt und bei 33 ◦C 30min geschu¨ttelt. Die gema¨ß
Herstellervorschrift gewa¨sserten Filter wurden in die Filtrationszellen eingelegt,
die Zellen anschließend vormontiert und mit je 1,0ml der inkubierten Proben be-
schickt. Danach wurden die Filtrationszellen verschlossen und in die Zentrifuge
eingesetzt. Es wurde ein Filtrationsvorlauf (5min bei 5000min−1) erzeugt, um
das Wasser aus der Vorbehandlung der Filter zu entfernen. Der Vorlauf wurde
verworfen. Anschließend begann die Filtration wa¨hrend 30min bei 5000min−1
und 33 ◦C. Die Quantita¨t der Ultrafiltrate wurde durch Wa¨gung ermittelt und
der Gehalt an DPE mittels UV-Spektometrie (220 nm) gemessen (s. A.1.1, S.
174).
5.2.4 Ergebnisse
5.2.4.1 Filtermaterial
Eine Reinigung und Spu¨lung der Ultrafilter nach Herstellervorschrift im An-
schluss an den Filtrationsprozess zwecks Wiederverwendung fu¨hrte nicht zu den-
selben Leistungsparametern wie bei der Erstverwendung. Fu¨r die vorher mit CD-
haltigen Lo¨sungen belasteten Filter betrugen die gemessenen Permeatmengen fu¨r
die CD-freien Ultrafiltrate 0,15–0.25ml nach 30min. Im Vergleich dazu lag die
Permeatmenge fu¨r neue Filter bei 0,47–0,50ml. Die in der Erstverwendung mit
CD-freien Lo¨sungen belasteten Filter erreichten dagegen ohne signifikanten Un-
terschied ihre Ausgangskennwerte. Daher ist aus dem oben genannten zu schluss-
folgern, dass eine Bescha¨digung der Ultrafiltrations-Membran stattgefunden hat.
Diese erfolgte nicht durch die mechanische Belastung des Filtrationsvorganges
selbst, sondern durch eine Bescha¨digung infolge eines Scalings und damit ver-
bunden einer Deckschichtbildung aus Cyclodextrinen. Die durch U¨berschreitung
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Abbildung 5.4: Konzentration von DPE im Permeat der Ultrafiltration unter
Einfluss steigender Konzentrationen von β- und HP-β-CD, x¯, srel ≤ 0, 63%, n=3
der Sa¨ttigungskonzentration in der Grenzschicht und am bzw. in der Membran
ausfallenden Cyclodextrine fu¨hrten zu einer irreversiblen Scha¨digung der Mem-
bran.
5.2.4.2 Dipivefrin-Konzentration im Permeat
Der Zusatz von β-CD fu¨hrte zu einer signifikanten und, gemessen an der CD-
Konzentration, u¨berproportionalen Abnahme der Dipivefrin-Konzentration im
Ultrafiltrat. Der DPE-Gehalt im Filtrat ohne Zusatz von Cyclodextrin lag bei
97% der Retentat-Konzentration und sank bei einem molaren Verha¨ltnis von 1:1
auf ≈ 59%. Bei einem molaren Verha¨ltnis von 7:1 waren nur noch 29% der
Ausgangskonzentration messbar. Danach wurde offenbar eine
”
CD-Sa¨ttigung“
erreicht. Aus einer weiteren Steigerung der CD-Konzentration bis zum mola-
re Verha¨ltnis 16:1 resultierte lediglich noch eine geringe weitere Absenkung der
DPE-Konzentration auf 25% der Ausgangskonzentration (Abb. 5.4). Anna¨hernd
dieselben Ergebnisse lieferten die Untersuchungen mit HP-β-CD. Die DPE-Kon-
zentration war hier bei einem molaren Verha¨ltnis von 16:1 auf 23% reduziert.
Die Untersuchungen der restlichen Cyclodextrine (α-, HP-α, γ- und HP-γ-CD)
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zeigten eine wesentlich geringere Abnahme der DPE-Konzentration im Permeat
bis zu einer Restkonzentration von 66–75% beim molaren Verha¨ltnis CD:DPE
von 16:1. Die grafische Darstellung der Ergebnisse (Abb. D.19, D.20) hierfu¨r
erfolgt im Anhang D ab S. 195. Die Abnahme verla¨uft linear zur eingesetzten
CD-Konzentration (r2=0,74–0,86). Wesentliche Unterschiede zwischen den Er-
gebnissen von α-, HP-α-, γ- bzw. HP-γ-CD sind nicht festzustellen.
5.2.4.3 Permeatfluss
Bei den durchgefu¨hrten Ultrafiltrationen war eine Verminderung des Permeatflus-
ses mit steigender CD-Konzentration deutlich nachweisbar. Die Permeatmenge
nach dem Filtrationsprozess von 30min von 0,47–0,50ml fu¨r die CD-freie Ultra-
filtration verminderte sich auf 0,32–0,36ml durch den Einsatz von CD im molaren
Verha¨ltnis 16:1. Wie in den Abbildungen D.21, D.22 und D.23 ab Seite 196 dar-
gestellt, verringert sich die Permeatmenge fu¨r α-, β- und γ-CD sowie ihr Derivate
in einem anna¨hernd linearen Verha¨ltnis zur eingesetzten Cyclodextrinmenge. Un-
terschiede zwischen den einzelnen Cyclodextrinen sind weder in Hinblick auf das
Ausmaß der Abnahme des Permeatflusses noch auf den Endpunkt im Bereich der
ho¨chsten CD-Konzentration erkennbar. Unterschiede der CD hinsichtlich ihrer
Moleku¨lgro¨ße haben daher fu¨r das Verfahren keine Relevanz.
5.2.4.4 Cyclodextrin-Durchtritt durch die Membran
Mit Hilfe der Polarimetrie (s. Anh. A.1.3, S. 175) wurde der Cyclodextrinanteil
bestimmt, der in der Lage ist, selbst bei einem MWCO von 500 die Filtermembran
zu passieren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst.
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Tabelle 5.2: Ergebnisse des Cyclodextrin-Durchtritts durch die Ultrafiltrations-
membran, Angabe der permeierten CD-Menge in Prozent der Gesamtmenge CD
in der Ausgangslo¨sung auf der Retentatseite
CD-Durchgang [%]
α-CD 6,21±0,31
HP-α-CD Spuren unterhalb des Messbereichs
β-CD nicht nachweisbar
HP-β-CD nicht nachweisbar
γ-CD nicht nachweisbar
HP-γ-CD nicht nachweisbar
5.2.5 Diskussion
Wie bereits erla¨utert, lassen Scha¨den am Filtermaterial auf ein Auskristalli-
sieren von Cyclodextrinen in der Konzentrationsgrenzschicht unter Bildung ei-
ner Deckschicht schließen. Bei denen vom Hersteller fu¨r die Wiederverwendung
konzipierten Filtern muss daher eine durch die CD hervorgerufene strukturelle
Scha¨digung angenommen werden. Es kam zur Aufkonzentrierung der Cyclodextri-
ne, die in Konzentrationen von 0,129–4,128mmol·l−1 eingesetzt wurden, bis u¨ber
die Sa¨ttigungslo¨slichkeit hinaus. Die entstandenen Kristalle fu¨hrten offenbar zur
mechanischen Bescha¨digung der sehr du¨nnen aktiven Poren-Schicht.
Der Filtrationsvorgang wird daher sowohl von einer Konzentrationspolarisa-
tion der CD als auch von der Ausbildung einer Deckschicht von ausgefallenem
CD bestimmt. Wie bereits unter 5.2.2 ausgefu¨hrt, resultiert daraus eine linear
konzentrationsabha¨ngige Abnahme des Flux bei der Ultrafiltration. Dieser Effekt
konnte fu¨r alle verwendeten Cyclodextrine (α-, β-, γ-CD und ihre hydroxypropy-
lierten Derivate) nachgewiesen werden.
Bei β- und HP-β-CD-Zugabe kommt es zu einer deutlichen Abnahme der
DPE-Konzentration im Permeat. Schon mit geringen CD-Konzentrationen (mo-
lares Verha¨ltnis CD:DPE von 1:1 und 2:1) la¨sst sich eine wesentliche Reduktion
der DPE-Konzentration feststellen. Somit liegt ein deutlicher Hinweis auf eine
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CD:DPE-Wechselwirkung vor. Des Weiteren ist ab einer Konzentration, die dem
molaren Verha¨ltnis 7:1 entspricht, ein
”
Sa¨ttigungsbereich“ zu erkennen. Bei ei-
nem ho¨heren molaren Verha¨ltnis kommt es nur noch zu einer unwesentlichen
Verminderung der DPE-Konzentration. Eine weitere Verschiebung des Wechsel-
wirkungsgleichgewichts zwischen DPE und CD zuungunsten des freien DPE ist
vermutlich aus sterischen Gru¨nden nicht mehr mo¨glich. Ein a¨hnlicher Kurvenver-
lauf wurde oben bereits in Abbildung 5.3 nach den Werten von Jones und Parr bis
zu einem molaren Verha¨ltnis von 3:1 dargestellt, die damit eine β-CD/Barbital
Wechselwirkung nachwiesen [Jones und Parr 1985].
Fu¨r α-, HP-α, γ- und HP-γ-CD findet mit steigender CD-Konzentration im
Vergleich zu β- und HP-β-CD ein geringer Ru¨ckgang der DPE-Konzentration
im Permeat statt. Es stellt sich eine lineare Abnahme der DPE-Konzentration
in Abha¨ngigkeit von der zugesetzten CD-Konzentration ein. Der Nachweis ei-
ner Wechselwirkung zwischen DPE und α-, HP-α, γ- bzw. HP-γ-CD war mittels
Ultrafiltration daher nicht mo¨glich. Kritisch ist deshalb auch die Interpretation
des Kurvenverlaufs in Abbildung 5.3 nach den Werten von Siefert zu sehen, die
nur auf Grund der Gesamtsta¨rke des Konzentrationsru¨ckganges als CD/Barbital-
Wechselwirkung interpretiert wurde [Siefert 1998]. Es zeigt sich dort eine von
der CD-Konzentration linear abha¨ngige Verminderung der Barbitalkonzentrati-
on im Filtrat; wie unter 5.2.2 ausgefu¨hrt, ist dieser lineare Ru¨ckgang kein aus-
reichender Beweis fu¨r eine Wechselwirkung. Ein starker Ru¨ckgang der Barbital-
Konzentration im Permeat kann aus den in Kap. 5.2.2 genannten Gru¨nden sei-
ne alleinige Ursache in der Bildung einer dicken Polarisationsgrenz- und Deck-
schicht haben, bedingt durch die dort eingesetzten hohen Konzentrationen in
den Ausgangslo¨sungen von Pilocarpin (11,1–22,2mmol·l−1) und HP-β-CD (5,55–
133,2mmol·l−1).
5.3 Chromatograpisches Verfahren: HPLC
5.3.1 Allgemeine Bemerkungen
Ziel chromatographischer Verfahren ist der qualitative und/oder quantitative
Nachweis von Stoffen durch Trennung von Stoffgemischen. Erstmals wurde ein
82
chromatographisches Verfahren von Tswett 1902 zur Trennung von Blattfarbstof-
fen verwendet. Das Grundverfahren, die Wechselwirkung zweier nichtmischbarer
Phasen, ist bis zur modernen Hochleistungs-Flu¨ssigchromatographie unvera¨ndert
geblieben. Eine der Phasen, die mobile Phase, transportiert das Untersuchungs-
gut u¨ber die zweite, die stationa¨re Phase. Dabei finden meist Verteilungs- und
Adsorptionsvorga¨nge statt, und auch das Prinzip des Gro¨ßenausschlusses findet
Anwendung.
5.3.2 Theoretische Grundlagen
Durch die Befa¨higung der CD, mit Gastmoleku¨len Komplexe zu bilden, die un-
terschiedliche Stabilita¨ten aufweisen, bietet sich ihre Anwendung in der Chroma-
tographie an. Dabei ko¨nnen die CD sowohl immobilisiert als stationa¨re Phase,
als auch gelo¨st in der mobilen Phase eingesetzt werden. Beide Verfahren besitzen
sowohl Vor- als auch Nachteile. Fu¨r die Untersuchung mehrerer Cyclodextrine
bietet sich die Variante der cyclodextrinhaltigen mobilen Phase an, da hierbei fu¨r
alle Untersuchungen dieselbe Trennsa¨ule verwendet werden kann.
Die CD/Arzneistoff-Komplexe bilden sich in der mobilen Phase. Besitzt der
Komplex eine vom freien Gastmoleku¨l verschiedene Polarita¨t, dann ist eine Re-
tentionszeitverschiebung die Folge, deren Gro¨ße von der Polarita¨tsdifferenz, der
eingesetzten CD-Konzentration und der Komplexstabilita¨t abha¨ngt [Dobowski
et al. 1982]. Die Beschreibung der Komplexstabilita¨t erfolgt durch die Komplex-
stabilita¨tskonstante KS. Fu¨r chromatographische Verfahren haben Uekama et al.
an den Beispielen α- bzw. β-CD/Prostaglandin (Anionenaustauschersa¨ule) eine
Berechnungsmo¨glichkeit (GL. 5.3) fu¨r die KS der Komplexe vorgestellt [Uekama
et al. 1977,Uekama et al. 1978].
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cCD
t0 − tobs =
1
t0 − tC · cCD +
1
KS · (t0 − tC) (5.3)
cCD . . . Konzentration des CD
t0 . . . Retentionszeit ohne CD
tobs . . . Retentionszeit einer bestimmten CD-Konzentration
tC . . . Retentionszeit des CD-Komplexes
In der Folge wurden von anderen Autoren weitere rechnerische Ansa¨tze zur
Ermittlung von KS beschrieben [Zukowski et al. 1985,Mohseni und Hur-
tubise 1991]. Voraussetzung fu¨r die Berechnungen nach den von den Autoren
angegebenen Gleichungen ist die Verwendung rein wa¨ssriger Medien. Bei mo-
bilen Phasen, die daneben noch organische Lo¨sungsmittel enthalten, muss ei-
ne kompetitive Verdra¨ngung des Gastmoleku¨ls vom Cyclodextrin beru¨cksichtigt
werden. Dadurch verringert sich der Anteil des freien Cyclodextrins, das fu¨r die
Komplexierung des Gastmoleku¨ls verfu¨gbar ist. Zur Korrektur wa¨re die Kennt-
nis der Stabilita¨tskonstante des Lo¨sungsmittel/CD-Komplexes notwendig. Fu¨r
mobile Phasen aus Methanol/Wasser und Ethanol/Wasser haben Mohseni und
Hurtubise die Stabilita¨tskonstanten fu¨r Methanol/β-CD und Ethanol/β-CD er-
mittelt [Mohseni und Hurtubise 1990]. Mit Hilfe der von ihnen aufgestellten
Gleichung (Gl. 5.4) la¨sst sich der Anteil des freien CD berechnen.
cCD,eff =
cCD
1 + (KSL · cL)
(5.4)
cCD,eff . . . effektive Konzentration des CD
cCD . . . absolute Konzentration des CD
KSL . . . Stabilita¨tskonstante des Lo¨sungsmittel/CD-Komplexes
cL . . . Konzentration des organischen Lo¨sungsmittels
Die Berechnung der Stabilita¨tskonstanten fu¨r Arzneistoff/CD-Komplexe setzt
demnach ein chromatographisches System voraus, das mit einer rein wa¨ssrigen
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mobilen Phase oder mit einer H2O/Methanol- bzw. H2O/Ethanol-Phase arbeitet.
Weiterhin sollte die stationa¨re Phase keine Wechselwirkungen mit dem CD zeigen
bzw. mu¨ssten ggf. die Stabilita¨tskonstanten des Systems CD/stationa¨re Phase
bekannt sein. Besonders die erstgenannte Bedingung du¨rfte fu¨r eine Vielzahl von
Arzneistoffen den Ausnahmefall darstellen.
Untersuchungen zur Vera¨nderung der Wasserstruktur durch die CD und zu
additiven Wechselwirkungen der CD im Verha¨ltnis zum RP-18 Sa¨ulenmaterial
wurden orientierend von Hanke durchgefu¨hrt [Hanke 1993]. Dabei war eine ge-
genseitige Versta¨rkung von Effekten durch die CD nicht zu beobachten, wodurch
eine Vera¨nderung der Wasserstrukur ausgeschlossen wurde. Die Retentionszeiten
verku¨rzten sich bei gleichzeitigem Einsatz mehrerer CD um den Betrag des in
Einzeluntersuchungen gefundenen CD mit dem sta¨rksten Effekt. Hanke vermu-
tete daher eine Konkurrenzreaktion der CD um die Arzneistoffe. Die mo¨glichen
Einflussfaktoren Oberfla¨chenspannung und Viskosita¨t, die durch Cyclodextrine
beeinflusst werden ko¨nnen, sind nach Untersuchungen von Debowski und Sy-
bilska fu¨r wa¨ssrige CD-Lo¨sungen im vorliegenden Konzentrationsbereich zu ver-
nachla¨ssigen [Dobowski und Sybilska 1982].
5.3.3 Versuchsdurchfu¨hrung
Zur Bestimmung der Wechselwirkung zwischen CD und RP-18-Sa¨ulenmaterial
eignet sich zur Detektion der CD ein in das System integrierter Brechungsindex-
detektor (s. Anh. B S. 180). Zum Vergleich diente die Bestimmung der Totzeit
des HPLC-Systems mit KCl.
Fu¨r die chromatographischen Untersuchungen wurde die Methode zur Ge-
haltsbestimmung von DPE (s. Anh. A.1.2 S. 174) abgewandelt. Wie in Vorver-
suchen ermittelt, erwies sich eine la¨ngere Retentionszeit als bei der Gehaltsbe-
stimmung genutzt, als besser geeignet, um die Laufzeitunterschiede von DPE
unter CD-Einfluss zu ermitteln. Das beste Ergebnis erbrachte eine Zusammen-
setzung der mobilen Phase Acetonitril:Phosphatpuffer pH2,0 von 25:75. Eine
weitere Verla¨ngerung der Nettoretentionszeit u¨ber 16min hinaus fu¨hrte zu einer
Verschlechterung (Peak-Verbreiterung und Tailing) des DPE-Signals.
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Da die Voraussetzungen fu¨r eine Bestimmung von KS nicht gegeben waren
— in der Literatur nur fu¨r rein wa¨ssrige oder methanolische bzw. ethanolische
Lo¨sung beschrieben — wurde auf die Ausfu¨hrung von CD-Konzentrationsreihen
verzichtet und nur eine CD-Konzentration (2,0mmol·l−1) eingesetzt.
Zwischen den einzelnen Messreihen der Cyclodextrine (α-, HP-α-, β-, HP-β-
, γ- und HP-γ-CD), in deren Anwesenheit die Retentionszeit von DPE jeweils
dreimal bestimmt wurde, wurde mit CD-freiem Laufmittel die stationa¨re Phase
ausgiebig gespu¨lt und die Retentionszeit von DPE ohne CD-Zusatz erneut be-
stimmt. Vera¨nderungen an der stationa¨ren Phase wa¨ren damit durch mo¨gliche
Abweichungen von der Retentionszeit des DPE am Beginn der Versuche zu er-
kennen.
Um sicherzustellen, dass die Cyclodextrin-Struktur und nicht das gemeinsame
Strukturelement, die Glucose, die Wechselwirkung und damit eine Verringerung
der Retentionszeit bewirkt, wurde die Retentionszeit von DPE mit glucosehalti-
gen mobilen Phasen gemessen. Es wurden die molaren Mengen an Glucose ein-
gewogen, die dem Anteil an Glucosebausteinen von α-, β- und γ-CD in einer 2-
mM-Lo¨sung entsprachen (d. h. 12; 14 und 16mmol·l−1). Auch die Glucose wurde
auf Wechselwirkungen mit der stationa¨ren Phase u¨berpru¨ft. Dabei wurde analog
dem Verfahren zur U¨berpru¨fung der einzelnen CD vorgegangen (s. o.).
5.3.4 Ergebnisse
Mit Hilfe eines Brechungsindex-Detektors am HPLC-System konnte nachgewiesen
werden, dass alle verwendeten CD und die eingesetzte Glucose, die in eine CD-
freie mobile Phase injiziert wurden, die verwendete RP-18-Trennsa¨ule zur mit
KCl bestimmten Totzeit verlassen. Eine Wechselwirkung zwischen der stationa¨ren
Phase und den CD bzw. der Glucose ist damit auszuschließen. Die Retentionszeit
von DPE wurde durch Glucose in den Konzentrationen von 12, 14 und 16mmol·l−1
nicht signifikant beeinflusst.
Die Messung der nicht durch CD beeinflussten Retentionszeit von DPE ergab
als Ausgangs- und Vergleichspunkt fu¨r die spa¨teren Versuche eine Gesamtreten-
tionszeit von 16,47±0,089min bei einer Totzeit des Systems von 0,69min. Die
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Tabelle 5.3: Nettoretentionszeiten und Kapazita¨tsverha¨ltnisse von DPE in
Abha¨ngigkeit von verschiedenen Cyclodextrinen in der mobilen Phase und de-
ren relative A¨nderung; x¯± s; n=3, *p<0,05 (Vergleich: ohne CD)
DPE/CD Nettoretentionszeit [min] Kapazita¨tsverha¨ltnis A¨nderung [%]
ohne CD 15,78±0,085 22,87
α-CD 15,71±0,026 22,76 -0,46
HP-α-CD 15,67±0,034 22,70 -0,70
β-CD 14,69±0,014 * 21,29 -6,62
HP-β-CD 14,23±0,020 * 20,62 -9,44
γ-CD 15,27±0,047 * 22,12 -3,13
HP-γ-CD 15,33±0,014 * 22,22 -2,73
Nettoretentionszeit betra¨gt 15,78±0,085min, das Kapazita¨tsverha¨ltnis liegt bei
22,87. Die Nettoretentionszeiten und Kapazita¨tsverha¨ltnisse der Versuche mit α-,
β- und γ-CD und ihren Hydroxypropylderivaten sind in Tabelle 5.3 zusammen-
gefasst.
Die Nettoretentionszeiten von DPE unter dem Einfluss von α- und HP-α-CD
werden in so geringem Maße reduziert, dass sich ein signifikanter Unterschied
nicht feststellen la¨sst. Demgegenu¨ber zeigen sich deutliche Verminderungen der
Nettoretentionszeit insbesondere fu¨r β- und HP-β-CD, aber auch fu¨r γ- und HP-
γ-CD, allerdings weniger ausgepra¨gt. In Abbildung 5.5 sind die unterschiedlichen
Nettoretentionszeiten von DPE im Vergleich zur Nettoretentionszeit ohne CD-
Beeinflussung grafisch dargestellt.
Noch deutlicher werden die Ergebnisse, wenn die prozentualen A¨nderungen
der Retentionszeiten einander gegenu¨ber gestellt werden. Die Daten aus Tabelle
5.3 sind hierfu¨r in Abbildung D.26 im Anhang D auf Seite 199 dargestellt.
5.3.5 Diskussion
Die gewonnenen Ergebnisse ermo¨glichen eindeutige Aussagen bezu¨glich der Wech-
selwirkungen von DPE mit den untersuchten Cyclodextrinen. Bei α- und HP-α-
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Abbildung 5.5: Nettoretentionszeiten von DPE in Abha¨ngigkeit verschiedener
Cyclodextrine in der mobilen Phase; x¯± s; n=3; *p<0,05 (Vergleich: ohne CD)
CD treten keine Wechselwirkungen mit DPE auf. Dem gegenu¨ber zeigen die ande-
ren untersuchten Cyclodextrine eine mehr oder weniger stark ausgepra¨gte Wech-
selwirkung mit DPE in der Rangfolge: HP-β-CD > β-CD > γ-CD > HP-γ-CD.
Da, wie bereits oben erwa¨hnt, andere mo¨gliche die Retentionszeit verku¨rzende
Faktoren ausgeschlossen werden konnten, ist ein Nachweis der Wechselwirkungen
mit Hilfe der HPLC in vorliegenden Fall gegeben. Es sei jedoch angemerkt, dass
in der Literatur die HPLC-Analytik zum Nachweis von CD-Wechselwirkungen
nur eine untergeordnete Rolle spielt. Die große Anzahl mit- und gegeneinander
wirkender Faktoren mag dabei einer der Hauptgru¨nde sein.
5.4 Spektroskopische Analysenmethoden
5.4.1 Allgemeine Bemerkungen
Die spektroskopischen Analysenmethoden beruhen auf Reaktionen von Atomen
und/oder Moleku¨len auf eine von außen einwirkende Strahlungsenergie. Durch die
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Einstrahlung von Energie gehen die Moleku¨le und Atome in einen ho¨heren Ener-
giezustand u¨ber (Anregung). Der Ru¨ckgang in den Grundzustand erfolgt meist
in Form von Wa¨rmeenergie, aber auch eine Energieemission als Strahlungsener-
gie ist mo¨glich. Das Ausmaß der Absorption und Emission von Energie ist von
der Art der Atome, den Bindungsverha¨ltnissen in den Moleku¨len und der Wel-
lenla¨nge des eingestrahlten Lichtes abha¨ngig. Der Zusammenhang zwischen der
Wellenla¨nge und der Energie der eingestrahlten Lichtquanten wird mit der von
Planck aufgestellten Gleichung (5.5) beschrieben.
E =
h · c
λ
(5.5)
E . . . Energie [J]
h . . . Planksches Wirkungsquantum [J·s]
c . . . Lichtgeschwindigkeit [m·s−1]
λ . . . Wellenla¨nge [m]
5.4.2 UV-Spektroskopie
5.4.2.1 Theoretische Grundlagen
Grundlage des Verfahrens ist die Fa¨higkeit organischer Moleku¨le, Energie des ul-
travioletten Lichtes zu absorbieren. Dies geschieht unter Anregung vorhandener
pi- und n-Elektronen. Die fu¨r die Absorption verantwortlichen Teile eines Mo-
leku¨ls werden als Chromophore bzw. als chromophores System bezeichnet. Die
mo¨glichen Elektronen-U¨berga¨nge werden durch das Jablonski-Termschema wie-
dergegeben, eine Darstellung dieses Schemas findet man u. a. in [Ru¨ckert et al.
1988].
Als Messgro¨ßen der Lichtabsoption werden die Transmission T und die Abs-
option A angegeben, die nach Gleichung 5.6 und 5.7 berechnet werden.
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T =
I
I0
(5.6)
A = log
I0
I
(5.7)
T . . . Transmission
A . . . Absorption
I0 . . . Intensita¨t des eingestrahlten Lichts
I . . . Intensita¨t des nicht absorbierten Lichts
5.4.2.2 Versuchsdurchfu¨hrung
Von Dipivefrin wurden in 0,1%iger wa¨ssriger Lo¨sung jeweils ohne und mit Zusatz
von α-, HP-α-, β-, HP-β-, γ-CD und HP-γ-CD UV-Spektren (Spektralphotometer
s. Anh. B) im Bereich von 210–340 nm aufgenommen. Dabei wurde in drei CD-
Konzentrationen, jeweils im molaren Verha¨ltnis CD:DPE von 1:1, 6:1 und 8:1,
gemessen.
Ebenfalls wurden von allen CD in wa¨ssriger Lo¨sung UV-Spektren mit der
ho¨chsten verwendeten Konzentration im Bereich 210–340 nm aufgenommen, um
auf Eigenabsorptionen der verwendeten CD zu pru¨fen.
Um auszuschließen, dass nicht die Glucosestrukturen der Cyclodextrine fu¨r
die vermuteten Wechselwirkungen verantwortlich sind, sondern tatsa¨chlich die
durch die Cyclodextrinstruktur bedingten Eigenschaften der Kavita¨t (s. a. Kap.
3.2.2, S. 42), war ein Spektrum mit Glucosezusatz im molaren Verha¨ltnis Glu-
cose:DPE von 8:1 aufzunehmen. Eine in dieser Konzentration hergestellte reine
Glucoselo¨sung diente als Test auf Eigenabsorptionen der Glucose im Messbereich.
5.4.2.3 Ergebnisse
Durch keines der der DPE-Lo¨sung zugesetzten Cyclodextrine war eine Wellen-
la¨ngen-Verschiebung (Peak-Shift) fu¨r DPE an den beiden gemessenen Maxima
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Abbildung 5.6: Vera¨nderung der UV-Absorption bei 263 nm von Dipivefrin durch
die einer wa¨ssrigen Lo¨sung zugesetzten unterschiedlichen Konzentrationen ver-
schiedener Cyclodextrine
(263 nm, 269 nm) zu finden. Hingegen waren teilweise signifikante Vera¨nderungen
in der Absorption messbar. In den Abbildungen 5.6 und 5.7 sind die Ergebnisse
der Absorptionsmessungen fu¨r die UV-Peaks von DPE bei 263 nm und 269 nm in
Abha¨ngigkeit vom zugesetzten CD und dessen Konzentration dargestellt.
Die Ergebnisse fallen fu¨r die verschiedenen CD unterschiedlich aus. Fu¨r DPE
ist unter dem Einfluss von α- und HP-α-CD bei 263 nm nur ein a¨ußerst gerin-
ger Anstieg der Absorption zu verzeichnen; eine Vera¨nderung der Absorption bei
269 nm findet hingegen nicht statt. Im Gegensatz dazu steigen die gemessenen
Absorptionen unter dem Einfluss von β-, HP-β- und γ-CD signifikant bei bei-
den Wellenla¨ngen bereits ab einen CD:DPE-Verha¨ltnis von 1:1 an. Signifikant ist
auch der von der CD-Konzentration abha¨ngige weitere Anstieg der Absorptionen
sowohl bei 263 nm als auch bei 269 nm. Bei HP-γ-CD fa¨llt der konzentrations-
abha¨ngige Anstieg der Absorption deutlich geringer aus, als bei nativem γ-CD.
Wa¨hrend bei 263 nm in den Konzentrationen ab dem molaren Verha¨ltnis CD:DPE
6:1 ein Anstieg verzeichnet werden kann, ist bei einer Wellenla¨nge von 269 nm im
molaren Verha¨ltnis CD:DPE bis 6:1 keine eindeutige Erho¨hung der Absorption
zu verzeichen. Dies erfolgt erst ab dem molaren Verha¨ltnis von 8:1.
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Abbildung 5.7: Vera¨nderung der UV-Absorption bei 269 nm von Dipivefrin durch
die einer wa¨ssrigen Lo¨sung zugesetzten unterschiedlichen Konzentrationen ver-
schiedener Cyclodextrine
Deutlicher werden die Unterschiede, wenn, wie in Kapitel 4.5.4, die erhalte-
nen Messwerte normiert dargestellt werden. Fu¨r die vorliegende Untersuchung
bietet sich an, die Absorptionen des DPE ohne den Einfluss der Cyclodextrine
bei den Wellenla¨ngen 263 nm (A=1,173; A1%1cm = 11, 73; A
1mol
1cm = 455) und 269 nm
(A=1,048; A1%1cm = 10, 49; A
1mol
1cm = 407) als 100%-Wert anzusetzen. Die normier-
ten Werte sind in den Tabellen 5.4 und 5.5 zusammengestellt.
Tabelle 5.4: Zusammenstellung der normierten UV-Absorptionszunahme (ge-
genu¨ber der Absorption in CD-freier Lo¨sung) von DPE bei 263 nm als Funktion
der unterschiedlichen Molverha¨ltnisse CD:DPE, *p<0,05 (Vergleich: ohne CD)
Molverha¨ltnis normierte UV-Absorptionsa¨nderung [%]
CD:DPE α-CD HP-α-CD β-CD HP-β-CD γ-CD HP-γ-CD
1:1 1,45 2,30 6,99 * 5,88 * 5,46 * 2,64
6:1 1,71 2,47 11,94 * 11,08 * 10,91 * 3,41 *
8:1 1,71 2,90 14,32 * 12,62 * 14,32 * 4,60 *
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Tabelle 5.5: Zusammenstellung der normierten UV-Absorptionszunahme (ge-
genu¨ber der Absorption in CD-freier Lo¨sung) von DPE bei 269 nm als Funktion
der unterschiedlichen Molverha¨ltnisse CD:DPE, *p<0,05 (Vergleich: ohne CD)
Molverha¨ltnis normierte UV-Absorptionsa¨nderung [%]
CD:DPE α-CD HP-α-CD β-CD HP-β-CD γ-CD HP-γ-CD
1:1 0,19 0,95 6,87 * 5,25 * 3,82 * 1,24
6:1 0,00 0,76 9,54 * 9,54 * 6,49 * 2,10
8:1 0,48 0,95 15,55 * 13,26 * 14,22 * 4,20 *
Eine graphische Darstellung der normierten Ergebnisse (Abb. D.24, D.25)
findet sich im Anhang D ab Seite 198. Fu¨r 263 nm liegt die Steigerung der Ab-
sorption durch den Einfluss α− bzw. HP-α-CD deutlich unter 3%. Bei 269 nm
kann bei einer A¨nderung von < 1% nicht von einer Steigerung geredet werden.
Im Vergleich dazu ergeben sich Absorptionszunahmen von 12,62–15,55% (fu¨r bei-
de Wellenla¨ngen) fu¨r β-, HP-β und γ-CD, mit der ho¨chsten CD-Konzentration.
Fu¨r HP-γ-CD resultierten dagegen in den molaren CD:DPE-Verha¨ltnisse von 6:1
und 8:1 lediglich Steigerungen der UV-Absorption des DPE von 3,41–4,60% bzw.
2,10–4,20%. Weder die verwendeten Cyclodextrine noch die Glucose zeigten im
UV-Bereich 240–340 nm eine Eigenabsorption. Die Lage der Peaks bei 263 nm und
269 nm von DPE und deren gemessene Absoptionen erfuhren durch die Zugabe
von Glucose keine messbare Vera¨nderung.
5.4.2.4 Diskussion
Dipivefrin zeigt mit einigen der untersuchten CD, insbesondere mit β-, HP-β-
und γ-CD, Wechselwirkungen, die sich in einer Zunahme der UV-Absorption an
den Wellenla¨ngen 263 nm und 269 nm wiederspiegeln. Ein ha¨ufig bei Wechsel-
wirkungen auftretender Peak-Shift ist jedoch nicht zu beobachten. Daher sind
die Ergebnisse fu¨r eine alleinige Feststellung von Wechselwirkungen nur mit Ein-
schra¨nkungen geeignet. Die Sta¨rke der Absorption ist konzentrationsabha¨ngig von
der eingesetzten Cyclodextrinmenge. Fu¨r HP-γ-CD deuten die Ergebnisse auf ei-
ne geringfu¨gige Wechselwirkung mit DPE hin. Als Ergebnis der vorliegenden Un-
tersuchungen muss eine Wechselwirkung fu¨r α-CD und sein hydroxypropyliertes
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Derivat verneint werden. Der Verdacht auf eine a¨ußerst geringen Wechselwirkung
mit DPE durch eine graduelle Erho¨hung der Absorption bei 263 nm muss durch
das Fehlen eines signifikanten Anstiegs bei 269 nm zuru¨ckgewiesen werden.
Die nachgewiesenen Wechselwirkungen ko¨nnen auf Grund des erstellten Ver-
gleichsspektrums von DPE in Glucoselo¨sung eher der Struktureigenschaft der
Kavita¨t zugeordnet werden. Das Fehlen einer nachweisbaren Wechselwirkung
von DPE mit Glucose im UV-Spektrum (fehlender Peak-Shift und fehlende Ver-
a¨nderung der Absorption) besta¨tigt diese Annahme. Die durch die Substitution
hervorgerufenen A¨nderungen der Absorption gegenu¨ber den nativen CD sind le-
diglich sind lediglich zwischen γ und HP-γ-CD signifikant. Eine generelle Aussage
daru¨ber, dass die Hydroxypropylierung Einfluss auf die Wechselwirkung zwischen
DPE und CD nimmt, la¨sst sich nicht treffen.
5.4.3 1H-NMR-Spektoskopie
Mit der NMR-Spektroskopie (NMR=nuclear magnetic resonance, magnetische
Kernspinresonanz) wird die resonante Anregung von U¨berga¨ngen zwischen unter-
schiedlichen Zusta¨nden von Kernspins untersucht. Grundlage fu¨r die magnetische
Resonanz ist die Existenz des Spins, eines quantisierten internen Drehimpulses in
Elementarteilchen. Erste Hinweise auf dessen Existenz Anfang des 20. Jahrhun-
derts gab es durch die nicht mit den ga¨ngigen Theorien erkla¨rbaren Aufspaltungen
von atomaren Spektrallinien. Die erste Bestimmung von magnetischen Momenten
in einem Atomstrahl gelang 1938 [Rabi et al. 1938], der Nachweis in kondensierter
Materie, dem heutigen Hauptanwendungsbereich, erfolgte 1946 [Purcell et al.
1946,Bloch et al. 1946].
5.4.3.1 Theoretische Grundlagen
Die meisten Elementarteilchen, auch viele Kerne, besitzen eine Spin, einen quan-
tisierten internen Drehimpuls. Durch den magnetischen Moment der Drehim-
pulse ist eine Ankopplung an externe Magnetfelder (Zeeman-Effekt) mo¨glich.
Spinzusta¨nde, die ohne ein Magnetfeld entartet sind, weisen in einem Magnet-
feld unterschiedliche Energien auf. Im einfachsten Fall (Protonenresonanz, zwei
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Energiezusta¨nde im magnetischen Feld: m = −1
2
und m = +1
2
, m= magneti-
sche Quantenzahl) sind die Energiedifferenzen proportional der Magnetfeldsta¨rke
H0, wobei eine teilchenabha¨ngige Proportionalita¨tskonstante γ (gyromagneti-
sches Verha¨ltnis) existiert (Gl.5.8).
∆E = γ · h
2pi
·H0 (5.8)
Die NMR-Spektroskopie misst diese Energiedifferenzen an Kernen, im Fall
der 1H-NMR an Protonen, indem ein magnetisches Wechselfeld eingestrahlt wird.
Erfu¨llt dessen Frequenz die Resonanzbedingung E = hν, werden die U¨berga¨nge
zwischen den Spinzusta¨nden induziert, d. h. die Protonen ko¨nnen dem Feld Ener-
gie entziehen und in den energiereicheren Spinzustand u¨bergehen. Die Absorption
erreicht im System ein Maximum, wenn diese Resonanzbedingungen erfu¨llt sind.
Ein Spin fu¨hrt in einem Magnetfeld eine Pra¨zessionsbewegung durch. Die
Kreisfrequenz ω der Pra¨zessionsbewegung steigt proportional der Sta¨rke H0 des
Magnetfeldes an. Die Larmor-Gleichung (Gl. 5.9) gibt diesen Zusammenhang
wieder.
ω = 2piν = γH0 (5.9)
Die pra¨zedierende Magnetisierung erzeugt in einer Aufnahmespule eine Span-
nung (Faraday-Effekt), die mit der Larmorfrequenz ω oszilliert und als sogenannte
freie Induktion gemessen wird.
Das a¨ußere Magnetfeld wird durch Felder benachbarter Kerne und durch die
Induktionswirkung der Elektronen abgeschwa¨cht. Durch die Feldabschwa¨chung
kommt es zu einer Verschiebung der Resonanzlinien der Atome im Vergleich zu
isolierten Kernen. Da der chemische Bindungszustand eines Atoms die Lage zu
den anderen Atomkernen und die Elektronenverteilung bestimmt, bezeichnet man
die daraus resultierende Verschiebung der Resonanzlinien als chemische Verschie-
bung δ (chemical shift). Die Sta¨rke der Verschiebung wird als relativer Wert in
ppm angegeben und beschreibt damit die relative Verschiebung des Signals ge-
genu¨ber einem Standard. Als Vergleichssubstanz findet meist Tetramethylsilan
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((CH3)4Si, TMS), eine Substanz mit zwo¨lf magnetisch a¨quivalenten Wasserstof-
fatomen, Verwendung. Der Kernresonanz wird hierbei eine chemische Verschie-
bung von δ = 0 zugeordnet. Die relative Angabe bezu¨glich des Standards erlaubt
einen Austausch und Vergleich von Messdaten, die auf verschiedenen 1H-NMR-
Spektrometern mit unterschiedlichen Feldsta¨rken und Wechselfeldfrequenzen er-
mittelt wurden.
Bei Wasserstoffkernen, die ra¨umlich eng benachbart sind, kann die Relaxa-
tion des einen Kerns durch Wechselwirkung mit dem anderen stattfinden. Bei
Einstrahlung in der Resonanzfrequenz kann Energie von einem auf den anderen
Kern u¨bertragen werden, was zu einem Anstieg der relativen Intensita¨t fu¨hrt.
Dieser Vorgang wird als Nuklear-Overhauser-Effekt (NOE) bezeichnet und kann
u¨ber die Messung der Intensita¨tsteigerung zur Abstandsmessung von Protonen
benutzt werden.
Die Absta¨nde zwischen den einzelnen Maxima eines durch Spin-Kopplung
aufgespaltenen Signals werden als Kopplungskonstante j bezeichnet. A¨nderungen
der Kopplungskonstanten treten immer dann auf, wenn die Wechselwirkungen
von benachbarten, skalar verknu¨pften Atomen durch Konformationsa¨nderungen
beeinflusst werden.
NMR-Spektren liefern letztlich drei unterschiedliche Informationen:
• die chemische Verschiebung,
• die Signalintensita¨t,
• und die Kopplungskonstanten.
Ziel der durchgefu¨hrten Untersuchungen war es, Interaktionen zwischen den
im Inneren der CD-Kavita¨t befindlichenWasserstoffatomen und geeigneten Struk-
turen des Dipivefrins nachzuweisen. Schwierigkeiten bei der Untersuchung berei-
teten die U¨berlagerung der Signale mit den Wasserstoffatomen an der Außenseite
der CD, Unreinheiten der CD, insbesondere bei den hydroxypropylierten CD, die
nicht als chemisch einheitliche Substanzen vorliegen, und Einflu¨sse des verwen-
deten Lo¨sungsmittels.
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D2O als Lo¨sungsmittel fu¨r das ausgewa¨hlte HP-β-CD und DPE ka¨me der
Zielsetzung, Wechselwirkungen direkt in der wa¨ssrigen Lo¨sung zu beobachten, am
na¨chsten. Substituierte Cyclodextrine sind keine chemisch einheitlichen Substan-
zen und werden mit einem durchschnittlichen Substitutionsgrad gekennzeichnet.
Das fu¨hrt dazu, dass die Protonen der Substituenten ein diffuses Signal mit ver-
breiterten Linien ergeben. Eine Zuordnung der passenden Signale zu den Protonen
im Inneren der Kavita¨t wird dadurch erschwert oder unmo¨glich gemacht [Fran-
ke 1998]. Desweiteren werden durch den sogenannten D2O-Austausch die Pro-
tonen der OH-Gruppen der CD und der NH-Gruppe im DPE gegen Deuterium
ausgetauscht. Die NMR-Spektroskopie liefert fu¨r Deuterium kein Signal. Sollten
diese Gruppierungen, wie die obigen Vermutungen nahe legen, tatsa¨chlich an den
Wechselwirkungen beteiligt sein, wa¨ren sie in D2O somit maskiert und einer Un-
tersuchung nicht zuga¨nglich [Mu¨gge 2001].
Dimethylsulfoxid (DMSO) kommt als in der NMR ha¨ufig verwendetes aproti-
sches Lo¨sungsmittel der Bildung von CD/DPE-Komplexen nicht entgegen; sehr
niedrige Konzentrationen des sich bildenden
”
Komplexes“ sind die Folge. Eine
sichere Aussage daru¨ber, ob gefundene Wechselwirkungen in wa¨ssriger Lo¨sung
existent und stabil sind und die Kavita¨t im Sinne einer Einschlussverbindung an
der Komplexbildung beteiligt ist, ist an Hand der Untersuchung in DMSO nicht
abschließend mo¨glich.
5.4.3.2 Versuchsdurchfu¨hrung
Zum Nachweis von CD/DPE-Komplexen mittels 1H-NMR-Spektren wurde ex-
emplarisch HP-β-CD ausgewa¨hlt. Es wurden HP-β-CD, DPE sowie eine 1:1 Mi-
schung von HP-β-CD und DPE jeweils in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelo¨st und
30min geschu¨ttelt. Von den Lo¨sungen wurden NOESY-Spektren mit 600MHz
bei 300K aufgenommen. Die Versuche wurden als Auftrag von der Arbeitsgrup-
pe NMR des Fachbereich Chemie der Humboldt-Universita¨t durchgefu¨hrt und
ausgewertet.
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5.4.3.3 Ergebnisse und Diskussion
Die NOESY-Spektren belegen eine eindeutige Wechselwirkung von DPE mit HP-
β-CD. Durch die verbreiterten Linien der Signale (s. o.) war eine eindeutige Zu-
ordnung auf die im Inneren der Kavita¨t befindlichen Protonen H-3’ und H-5’ nicht
mo¨glich. Fu¨r DPE fiel auf, dass das Signal der protonierten sekunda¨ren Amino-
gruppe bei 8,7 ppm durch HP-β-CD fast vo¨llig verschwand. Wenn die NH-Gruppe
am Wechselwirkungsgeschehen teilnimmt, ist eine Reaktion nur mit den polaren
Strukturen (z. B. den OH-Gruppen) der Außenseite der CD mo¨glich und wider-
spricht der Annahme einer Einschlussverbindung. Ein Nachweis, ob und welche
Protonen des CD an einer Einschlussverbindung beteiligt sind, war auf Grund
der diffusen Signale nicht mo¨glich. Eine genaue Sto¨chiometrie fu¨r den Komplex
konnte aus den vorliegenden Daten nicht ermittelt werden. Eine Schlussfolge-
rung, ob die Wechselwirkungen in wa¨ssriger Lo¨sung (D2O) nachweisbar sind und
die Kavita¨t daran Anteil hat, ist nicht mo¨glich. Ebenso wa¨re eine Wechselwir-
kung zwischen der NH- und der OH-Gruppe (s. o.) im Sinne einer Wasserstoff-
bru¨ckenbindung in D2O nicht nachweisbar.
Kapitel 6
Wechselwirkungen mit dem
cornealen Gewebe
6.1 Zielstellung
Mit Hilfe der Differenzthermoanalyse bzw. der Elektronenmikroskopie waren mo¨g-
liche Wechselwirkungen zwischen cornealem Gewebe und DPE bzw. DPE/CD zu
untersuchen. Dabei wurde davon ausgegangen, dass sich durch stattfindenden
Wechselwirkungen mit DPE, sowie mit den CD, sowohl die thermischen Eigen-
schaften als auch die mikroskopisch erkennbaren Strukturen der am Aufbau der
Cornea beteiligten Gewebe vera¨ndern. Untersucht wurden sowohl der Einfluss
von DPE auf die Cornea, als auch der von α-CD bzw. β-CD. Desweiteren kamen
α- und β-CD in Kombination mit DPE zur Anwendung. Dabei konzentrierten
sich die Untersuchungen auf einen qualitativen Nachweis der Wechselwirkungen.
6.2 Thermoanalytik
6.2.1 Allgemeine Bemerkungen
Die Methoden der thermischen Analyse erfassen physikalische Parameter, die
Aussagen u¨ber chemische und physikalische Vorga¨nge in einem System liefern.
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Untersucht werden der Einfluss der Temperatur auf die Zustandsa¨nderung ei-
nes Systems, Phasenumwandlungen, chemische Zersetzungen, Sorptionsvermo¨gen
und thermische Ausdehnungen. Le Chatelier untersuchte 1887 die Aufheizung von
Tonerden im elektrischen Ofen mit einer Messanordnung aus Thermoelement,
Spiegelgalvanometer und Fotoplatte. Durch die Auswertung von Abku¨hlungskur-
ven kam Tammann zu einer wesentlichen Verfeinerung des Verfahrens. Robert
Austentat machte 1899 den entscheidenden Schritt zur Differenzthermoanalyse
durch die Einfu¨hrung eines Neutralko¨rpers und die Messung der Temperatur-
differenz zwischen diesem und der Probe. Durch zwei gegeneinander geschaltete
Thermoelemente kam es zu einer wesentlichen Empfindlichkeitssteigerung.
6.2.2 Theoretische Grundlagen
Die verschiedenen Methoden der thermischen Analyse, die Thermogravimetrie,
die Differenzthermoanalyse, die dynamische Differenzkalorimetrie und die Dilato-
metrie, haben sich in wissenschaftlichen Untersuchungen etabliert und bewa¨hrt.
Aufgrund der Spezifik der Methoden la¨sst sich die Messtechnik nicht ohne wei-
teres zur qualitativen und direkten quantitativen Bestimmung der Zusammen-
setzung einer Probe verwenden. Einen großen Einfluss haben gera¨tetechnische
Besonderheiten. Der Wa¨rmeaustausch zwischen Ofen und Probe, unterschiedli-
che Sensoren der Gera¨te verschiedener Hersteller und die unterschiedlichen Ei-
genschaften des Probenmaterials ko¨nne die Aussagen des Gera¨tes beeinflussen.
Festlegungen zur Thermoanalyse bieten die DIN-Normen DIN 51005
”
Thermo-
analyse“ [DIN 1983] und DIN 51007
”
Differenzthermoanalyse“ [DIN 1994] . Aus
der DIN 51007 1.
”
Anwendungsbereich und Zweck“:
”
Die Festlegungen aus dieser Norm gelten fu¨r die Differenzthermo-
analyse (DTA) an festen und flu¨ssigen Stoffen. Mit der Differenzther-
moanalyse ko¨nnen alle physikalischen und chemischen Vorga¨nge er-
fasst werden, die mit einem Wa¨rmeeffekt verbunden sind. Dabei wer-
den sowohl charakteristische Temperaturen als auch kalorische Infor-
mationen erhalten. Demnach ko¨nnen mit Hilfe der DTA zum Beispiel
Umwandlungstemperaturen, Umwandlungswa¨rmen, Reaktionstempe-
raturbereiche, Reaktionswa¨rmen, Reinheit eutektischer Systeme und
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spezifische Wa¨rmekapazita¨ten bestimmt werden. Weitere Erkenntnis-
se ko¨nnen durch Messungen in verschiedenen Atmospha¨ren (Gasart
und Druck) und unter eigenem Dampfdruck erhalten werden. Mit
der DTA ko¨nnen Messungen zur Bestimmung der Reaktionskinetik
durchgefu¨hrt werden. Bei simultanen Verfahren werden Signale weite-
rer Kenngro¨ßen als Funktion der Temperatur oder der Zeit gemessen.
Beispielsweise werden bei simultanen DTA/TG-Messungen zusa¨tzlich
zur DTA Massena¨nderungen als Funktion der Temperatur oder der
Zeit ermittelt.“
Die Untersuchungen der DTA erfolgen temperaturdynamisch. Unter tempe-
raturdynamischen Bedingungen treten keine stationa¨ren Verha¨ltnisse bzw. ther-
modynamische Gleichgewichte ein. Es kommt daher zur Beeinflussung der Mes-
sergebnisse durch die festgelegten Versuchsbedingungen. Durch die endliche Ab-
messung, die Wa¨rmeleitfa¨higkeit und die Wa¨rmekapazita¨t der Probe und ihrer
Halterung sind Temperaturgradienten und bei chemischen Umsetzungen Kon-
zentrationsgradienten in der Probe unvermeidbar. Mit steigender Heizrate, stei-
gender Einwaage und abnehmender Wa¨rmeleitfa¨higkeit der Probe erho¨hen sich
die Differenzen immer weiter. Diese Effekte ko¨nnen sich u¨berlagern. Die durch
die Clausius-Clapeyron´sche Gleichung (Gl. 6.1) beschriebene Druckabha¨ngigkeit
von Gleichgewichtstemperaturen spielt auch unter den dynamischen Bedingungen
der Thermoanalyse eine wesentliche Rolle.
dp
dT
=
∆H
T ·∆V (6.1)
p . . . Gleichgewichtsdruck
T . . . absolute Temperatur
∆H . . . Reaktionsenthalpie
∆V . . . molare Volumena¨nderung
Durch die hohen Temperaturen ko¨nnen chemische Reaktionen mit der Atmo-
spha¨re eintreten. Ha¨ufigste Reaktion ist die Oxidation durch den Luftsauerstoff.
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Deshalb wird die Ofenatmospha¨re ha¨ufig durch Druck-, Spu¨l- und Schutzgasstrom
kontrolliert, um ein konstantes Milieu im thermodynamischen Sinne aufrecht zu
erhalten. Behinderte Diffusion und gasfo¨rmige Produkte ko¨nnen die u¨ber der Pro-
be herrschende Atmospha¨re vera¨ndern. Dadurch kommt es zu erheblichen Abwei-
chungen von den allgemeinen atmospha¨rischen Bedingungen. Die Verbesserungen
der Untersuchungsergebnisse durch eine geringere Abmessung der Probe und eine
geringere Heizrate sind begrenzt. Geringe Heizraten sind zeitintensiv und daher
uno¨konomisch; sehr kleine Proben repra¨sentieren bei heterogenem Material nicht
den Gesamtzustand des Systems. Die vorherige Verarbeitung von Substanzen
wirkt sich charakteristisch auf das thermodynamisch erfassbare Verhalten aus.
Tempern, Abschrecken, Zerkleinern, Verformen, Bestrahlen und Lagern haben
einen deutlichen Einfluss. Bei biologischen Proben ist auf eine einheitliche Pro-
bennahme, Verarbeitung, Inkubation und Trocknung Wert zu legen.
Voraussetzungen fu¨r die Tian-Calvet-Anordnung im verwendeten Gera¨t (STA
409 C, Fa. Netzsch) sind eine hohe Symmetrie der Probenhalterung, reproduzier-
bare Position der Probentiegel und ein definierter geringer Wa¨rmewiderstand
zwischen Probe und Thermoelement. Die Ermittlung der Enthalpiedifferenz ∆H
in dieser Anordnung zu den gemessenen ∆T -Werten la¨sst sich auf Fehler in
der Gro¨ßenordnung von 5% senken. Die Wa¨rmekapazita¨t von Halterungen und
Messfu¨hlern muss deutlich gro¨ßer sein als die der Proben, um den Einfluss der
A¨nderung der Probeneigenschaften auf die Gestaltung des Signals zu reduzieren.
Auf Grund der hohen Wa¨rmekapazita¨t des Messsystems (Halterungen, Sensoren,
Tiegel) ist ein leerer Tiegel ohne Inertsubstanz auf der Referenzseite mo¨glich.
Bei konstanter Aufheizgeschwindigkeit ergibt sich eine linear ansteigende Tem-
peratur-Zeit-Kurve. Fu¨r qualitative Vergleichsuntersuchungen haben sich Heizra-
ten von 10–20K·min−1 als sinnvoll erwiesen; quantitative Untersuchungen beno¨-
tigen Heizraten von 0,5–4K·min−1.
6.2.3 Beeinflussende Faktoren
Die folgenden Faktoren ko¨nnen die Ergebnisse von thermoanalytischen Untersu-
chungen beeinflussen.
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1. Probennahme bzw. Probenvor- und -aufbereitung (Korngro¨ße der Probe,
Packungsdichte, Probeneinwaage)
2. Auswahl des Tiegels (Tiegelmaterial, -form, -gro¨ße)
3. Auswahl der Heizelemente (Material, spezifischer Widerstand) und Ther-
moelemente (Material, Thermospannung)
4. Auswahl der Inertsubstanz (A¨hnlichkeit mit Probenmaterial in den thermi-
schen Eigenschaften)
5. Aufheizgeschwindigkeit (Die Heizrate wird durch die Reaktionsgeschwindig-
keit und den Wa¨rmewiderstand der Probe bestimmt und soll in bestimmten
Grenzen liegen. Es soll gewa¨hrleistet werden, dass die Temperatur am Rand
und im Inneren der Probe anna¨hernd gleich groß ist.)
6. Anordnung der Thermoelemente (Die konstruktive Anordnung der Heiz-
und Thermoelemente beeinflusst die Empfindlichkeit und das Auflo¨sungs-
vermo¨gen des Analysensystems.)
7. Wa¨rmekapazita¨t des Systems (Die Wa¨rmeleitung zwischen Probe und In-
ertsubstanz sorgt fu¨r die Gewa¨hrleistung eines schnellen Temperaturaus-
gleichs. Je langsamer der Temperaturausgleich stattfindet, desto gro¨ßer wird
die Temperaturdifferenz.)
8. Ofenatmospha¨re (Die Art der Atmospha¨re (Umgebungsluft, Inertgas, Re-
aktionsgas, Unter- bzw. U¨berdruck), welche die Probe umgibt, hat wesentli-
chen Einfluss auf das Reaktionsverhalten der Probe. Soll eine Reaktion mit
Sauerstoff oder Stickstoff ausgeschlossen werden, ist es sinnvoll, ein Gera¨t
mit gasdichter Messzelle zu verwenden und einen Spu¨lgasstrom oder ein
Vakuum zu erzeugen.)
Das entscheidende Kriterium fu¨r eine zuverla¨ssige und reproduzierbare Ana-
lyse ist daher die exakte Einhaltung aller angegebenen Kriterien.
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6.2.4 Probennahme und Probenvorbereitung
Die DIN-Vorschrift 51007 [DIN 1994] fordert:
”
Die Probennahme ist material-
gerecht und probenspezifisch durchzufu¨hren. ... Vor dem Messen muss die Probe
in geeigneter Atmospha¨re, ggf. in einem Normalklima, nach DIN 50014 bis zum
Erreichen des Gleichgewichtszustandes aufbewahrt werden. “
Von den Rinderaugen wurden die Corneae abgetrennt und auf eine einheitli-
che Gro¨ße geschnitten. Die Corneae wurden einzeln mit 10ml Pufferlo¨sung pH7,4
unter sta¨ndiger Bewegung der Lo¨sung bei 33 ◦C u¨ber einen Zeitraum 90min in-
kubiert. Neben der Verwendung der reinen Pufferlo¨sung waren DPE (2,58mmol·
l−1) bzw. DPE und α/β-CD (10,32mmol· l−1) zugesetzt. Danach wurden die
Corneae kurz mit Wasser abgespu¨lt und im Exsiccator u¨ber Kieselgel bis zur
Massekonstanz getrocknet. Von diesen Proben wurden exemplarisch die in Kap.
6.3 beschriebenen elektronenmikroskopischen Aufnahmen angefertigt.
Um interindividuelle Unterschiede auszuschließen, wurden die Parallelmess-
ungen jeweils mit Stu¨cken derselben Cornea durchgefu¨hrt. Hierzu wurde die Cor-
nea radial in vier Teile zerlegt. Ein Viertel wurde 90min in Puffer pH7,4 inku-
biert und getrocknet. Die verbliebenen drei Teilstu¨cke wurden mit den DPE-CD-
Lo¨sungen in den oben genannten Konzentrationen inkubiert. Nach der Inkubati-
on wurde ein Teilstu¨ck sofort getrocknet. Je ein weiteres Teilstu¨ck wurde 90min
in Puffer bzw. 180min (bei einmaligem Wechsel des Lo¨sungsmittels) in Puffer
nachinkubiert und getrocknet.
Daru¨ber hinaus, um den Einfluss des
”
Waschprozesses“ der langen Inkuba-
tionszeiten mit reinem Lo¨sungsmittel zu simulieren, wurden gedrittelte Corneae
fu¨r 90, 180 und 270min in Puffer bei 33 ◦C inkubiert und getrocknet.
6.2.5 DTA/TG-Versuchsdurchfu¨hrung
Die Versuche wurden auf einem DTA/TG-Gera¨t der Fa. Netzsch (STA 409 C)
durchgefu¨hrt. Um Vergleiche mit organischem Gewebe durchfu¨hren und die ver-
wendeten Arznei- und Hilfsstoffe in den Proben identifizieren zu ko¨nnen, war es
notwendig, die bei der Untersuchung benutzten Reinsubstanzen thermoanalytisch
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zu charakterisieren. Im Bereich von 25 ◦C bis 800 ◦C bei einer Aufheizgeschwin-
digkeit von 10,0K·min−1 wurden DTA/TG-Kurven von Dipivefrin, Epinephrin,
Pivalylsa¨ure, dem Trockenru¨ckstand des verwendeten Puffers und von α- und
β-Cyclodextrin aufgenommen (Atmospha¨re: Luft; Tiegel: Pt).
Fu¨r die Corneaproben galten folgende Parameter: Atmospha¨re: Luft; Tempe-
raturbereich von 25 ◦C bis 800 ◦C, Heizrate: 10,0K· min−1, Tiegel: Pt-Rh.
Laut DIN 51007 [DIN 1994] fanden die durchgefu¨hrten Arbeiten im Mittel-
temperaturbereich (Raumtemperatur bis 1000 ◦C) statt.
6.2.6 Auswertung
Mit der DTA-Analytik sind Vorga¨nge messbar, die mit kalorischen Effekten in der
zu untersuchenden Probe in endlicher Zeit einhergehen. Der erste Aspekt bei der
Auswertung von DTA-Analysen ist die rein pha¨nomenologische Kurvenbetrach-
tung im direkten Vergleich. Weitere Aspekte der Auswertung sind die Bestim-
mung der Effekttemperatur aus der Abszisse (thermometrisch), das Ausmessen
der Peakfla¨chen zur Bestimmung von Enthalpiedifferenzen (kalorimetrisch) bzw.
das Ausmessen von Teilfla¨chen eines Peaks zur Bestimmung der Reinheit der
Substanz und der Reaktionsgeschwindigkeit (kryometrisch bzw. kinetisch).
Aus der gewa¨hlten Aufheizgeschwindigkeit (10,0K· min−1) geht hervor, dass
es die Zielsetzung der DTA/TG war, qualitative Effekte zu messen. Daher kom-
men bei der Auswertung nur die beiden erstgenannten Betrachtungen (pha¨nome-
nologische Auswertung und Effekttemperaturen) zum Zuge. Die Erfassung von
kalorischen und kinetischen Parametern ist durch die Schwankungsbreite der Zu-
sammensetzung biologischer Organmaterialien nahezu unmo¨glich. Bei den dafu¨r
notwendigen geringen Aufheizzeiten von 0,5–4K·min−1 wa¨ren Versuche u¨ber das
vorliegende Temperaturintervall hinaus nur in Ausnahmefa¨llen vertretbar.
Die DTA/TG von DPE (s. Abb. D.27, S. 200) zeigt den Schmelzpeak im
Bereich 170–200 ◦C (ton=170 ◦C) und liegt damit ≈ 20 ◦ u¨ber den Literaturanga-
ben [Brittain 1993]. Ein direkter Vergleich und eine Abkla¨rung der Differenz
zwischen der eigenen Messung und der Literatur ist wegen der fehlenden Anga-
ben der Messparameter in der Literatur nicht mo¨glich. Im Bereich 240–290 ◦C
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(ton=240
◦C) findet die Abspaltung der Pivalylsa¨ure statt, die auf Grund ihres
Siedepunktes von ≈ 164 ◦C nach Abspaltung verdampft. Der gleichzeitig fest-
stellbare thermogravimetrischen Verlust von ≈ 40% entspricht anna¨hernd dem
Masseanteil der Pivalylsa¨ure im DPE.
In keiner inkubierten Probe konnte der Schmelzpeak von DPE gefunden wer-
den. Der auch in den Proben auftretende thermogravimetrische Verlust kann auf
Grund der fehlenden endothermen Reaktion nicht mehr dem Verdampfen der
Pivalylsa¨ure zugeordnet werden. Die fehlenden Zuordnungsmo¨glichkeiten treffen
auch fu¨r α- und β-CD zu. Vermutlich ist die Konzentration der in die Gewebe pe-
netrierten Substanzen zu niedrig, um im Summensignal des biologischen Gewebes
eindeutig erkennbar zu sein.
Die thermoanalytischen Kurven der inkubierten Gesamt-Cornea zeigten deut-
lich sichtbare Differenzen in ihrem Verlauf und in den Effekttemperaturen. Diese
Ergebnisse gelten sowohl fu¨r die Vergleichsproben als auch fu¨r die mit DPE/CD
inkubierten Proben. Das kann einerseits auf interindividuelle Unterschiede der
Gewebe und andererseits auf Wechselwirkungen des Arzneistoffes und der Hilfs-
stoffe mit dem cornealen Gewebe hindeuten. Die behandelten Corneae zeigten
zwar typische A¨nderungen der Kurvenverla¨ufe, eine genaue Beschreibung nach
Lage der Peaks, den Effektemperaturen und der Intensita¨t war auf Grund der
individuellen Unterschiede nicht mo¨glich.
Im Vorfeld der Untersuchungen mit Proben dergleichen Cornea zeigten die
Versuche u¨ber die Simulation des
”
Waschprozesses“, dass unterschiedliche In-
kubationszeiten in Puffer auf die thermoanalytischen Ergebnisse selbst keinen
Einfluss haben.
Bessere Resultate versprachen daher die Versuche mit den unterschiedlich
behandelten Proben derselben Cornea. Individuelle Unterschiede wie in den vor-
herigen Versuchen sollten so nicht zum Tragen kommen. Die Untersuchungen mit
den wirkstoffbeladenen Corneaestu¨cken zeigen in Abha¨ngigkeit vom zugesetzten
Cyclodextrin und der nachfolgenden Behandlung ein unterschiedliches Ergebnis.
Ein Vergleich der Kurven des in Puffer inkubierten Teilstu¨cks der Cornea (als
Vergleichswert) mit den mit DPE/β-CD behandelten Anteilen zeigt ein deutlich
vera¨ndertes Thermogramm (sowohl der DTA als auch der TG), was eine Wech-
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selwirkung von DPE/β-CD mit dem Gewebe anzeigt (s. Abb. D.28, S. 201). Es
kam zu einer Peakverschiebung durch die 90-minu¨tige Inkubation in Puffer. Nach
180min Inkubation in Puffer wurde ein Thermogramm erhalten, dass mit dem
Thermogramm des Leerwertes vergleichbare Kurvenverla¨ufe von DTA und TG
erkennen la¨sst (s. Abb. D.29, S. 202). Es ist daher davon auszugehen, dass die
Wechselwirkungen von DPE/β-CD mit dem Gewebe reversibel sind.
Im Gegensatz dazu fu¨hrte eine Nachbehandlung mit Puffer nach der Inku-
bation von Corneae mit DPE/α-CD nicht zu demselben Ergebnis. Abbildung
D.30 Seite 203 zeigt die Kurvenverschiebungen zwischen Vergleichsprobe und
der in DPE/α-CD inkubierten Probe. Durch die Nachbehandlung in Puffer kam
es wie DPE/β-CD zu Peakverschiebungen nach 90min. Im Gegensatz zum β-
CD-Versuch war bei mit DPE/α-CD behandelten Corneae nach 180min kei-
ne Wiederherstellung der Ausgangslage zu verzeichnen (s. Abb. D.31, S. 204).
Mo¨glicherweise wa¨re ein la¨ngerer Prozess der Inkubation mit Puffer geeignet, die
Gewebsvera¨nderungen ru¨ckga¨ngig zu machen. Die mit zunehmender Inkubati-
onsdauer fortschreitende Quellung der Gewebe und die daraus u. a. resultieren-
den Probleme fu¨r einen einheitlichen Trocknungsprozess stehen diesbezu¨glichen
Untersuchungen entgegen. Es ist zu allerdings vermuten, dass die bekannten ir-
ritierenden Wirkungen von hohen Dosen α-CD (s. 3.2.2.3) auch in niedrigsten
Dosierungen irreversible Vera¨nderungen hervorrufen, die zwar in vivo unerheblich
sind, in vitro aber durch die fehlende Eigenregeneration des Gewebes nachweis-
bar bleiben. Eine la¨ngerdauernde Inkubation in Puffer wu¨rde in dem Fall nicht
zu einem Ergebnis fu¨hren, das den Messungen der Vergleichsprobe entspricht.
6.3 Elektronenmikroskopie
6.3.1 Allgemeine Bemerkungen
Mitte der Zwanziger Jahre des 20. Jahrhunderts wurden die entscheidenden Ent-
deckungen gemacht, um die Grenzen der Lichtmikroskopie bei der Untersuchung
kleinster Objekte zu u¨berwinden. Die Wellenla¨nge des Lichtes begrenzt die er-
reichbare Vergro¨ßerung auf das ca. 1500fache, das entspricht einer Auflo¨sungs-
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grenze von ≈ 0,2µm. Die Erkenntnis, dass im elektrischen Feld bewegte Elektro-
nen eine Wellenla¨nge besitzen, die um mehrere Zehnerpotenzen niedriger als die
des Lichtes ist und die Tatsache, dass stromdurchflossene Spulen wie magnetische
Linsen Elektronenstrahlen ablenken ko¨nnen, fu¨hrten zur Idee des Elektronenmi-
kroskops. Die Berliner Wissenschaftler Ruska und von Borries meldeten 1932 das
Patent fu¨r das Transmissionselektronenmikroskop an.
Heute existieren zwei Haupttypen von Elektronenmikroskopen. Das Trans-
missions-Elektronenmikroskop (TEM) arbeitet nach dem Durchlichtprinzip. Das
Untersuchungsobjekt wird in diesem Fall statt von Licht von einem Elektro-
nenstrahl durchdrungen. Die optischen Linsen werden durch elektromagnetische
Linsen ersetzt. Durch die unterschiedlichen atomaren Dichten in den Regionen
des Objektes wird der Elektronenstrahl verschieden stark abgelenkt. Es sind
Auflo¨sungen von einem Millionstel Millimeter erreichbar. Elektronenstrahlen be-
sitzen kein hohes Durchdringungsvermo¨gen. Kompakte Objekte sind daher die-
ser Untersuchung nicht zuga¨nglich. Dies fu¨hrte zur Entwicklung des Rasterelek-
tronenmikroskops (REM). Dessen Arbeitsweise ist mit einem Auflichtmikroskop
vergleichbar. Beim REM wird die Objektoberfla¨che mit einem Elektronenstrahl
beschossen. Beim Auftreffen der energiereichen Strahlen werden Elektronen aus
der Oberfla¨che herausgeschlagen, von denen ein Teil durch einen geeigneten De-
tektor gesammelt werden. Die Objektoberfla¨che wird auf diese Weise zeilenweise
abgetastet. Die Rasterabtastung liefert im Gegensatz zur TEM plastische Bilder
der Objektoberfla¨che.
Beiden Verfahren haftet fu¨r die Untersuchung von biologischen Materialien ein
entscheidender Nachteil an: das Arbeiten mit dem Elektronenstrahl ist nur im Va-
kuum mo¨glich. Daher mu¨ssen biologische Untersuchungsproben durch Trocknen,
Gefrieren oder chemische Fixierung pra¨pariert werden. Diese Verfahren fu¨hren zu
einer unvermeidbaren Vera¨nderung des Untersuchungsobjektes. Zusa¨tzlich wird
bei der REM eine leitende Oberfla¨che beno¨tigt, um die aufgeschossenen Elektro-
nen abzuleiten. Die pra¨parierten biologischen Proben sind durchweg Nichtleiter
und werden deshalb mit Gold bedampft. Daraus resultieren eine Verschlechterung
der Auflo¨sung und der Verlust von Informationen im atomaren Gro¨ßenbereich.
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6.3.2 Probenvorbereitung
Eine Auswahl von Cornea-Pra¨paraten, die fu¨r die Thermoanalytik (s. S. 103)
angefertigt wurden, konnten zusa¨tzlich elektronenmikroskopisch untersucht wer-
den. Es handelt sich hierbei um die Proben, die einer Inkubation unter den im
Abschnitt 6.2.4 genannten Bedingungen unterworfen waren, ohne dass die dort
genannten Nachinkubationen in Puffer pH7,4 angeschlossen wurde. Die Inkuba-
tion wurde in folgenden Lo¨sungen durchgefu¨hrt:
1. Puffer pH7,4
2. Puffer pH7,4 mit 2,58mmol· l−1 DPE
3. Puffer pH7,4 mit 10,32mmol· l−1 α-CD
4. Puffer pH7,4 mit 10,32mmol· l−1 β-CD
5. Puffer pH7,4 mit 2,58mmol· l−1 DPE und 10,32mmol· l−1 α-CD
6. Puffer pH7,4 mit 2,58mmol· l−1 DPE und 10,32mmol· l−1 β-CD
Anschließend wurden die Reste der Inkubationslo¨sungen von den Corneae
mit Puffer pH7,4 abgespu¨lt, die außen anhaftende Flu¨ssigkeit entfernt und auf
der Endothelseite liegend unter den gleichen Bedingungen wie in 6.2.4 in einem
Exsiccator u¨ber Kieselgel bei 25 ◦C getrocknet.
6.3.3 Versuchsdurchfu¨hrung
Die unmittelbare Vorbereitung der Pra¨parate fu¨r die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen erfolgte durch die in diesem Bereich ta¨tigen Mitarbeiter der Hoch-
schule Wismar. Zuerst wurden von den trockenen Proben Schnitte angefertigt,
die alle am Aufbau der Cornea beteiligten Schichten zeigten. Die Proben wurden
anschließend in Leitmasse eingebettet und mit Gold bedampft. Die Aufnahmen
erfolgten mit 4,00 kV bzw. 15 kV im Rasterelektronenmikroskop in unterschiedli-
chen Vergro¨ßerungen und Ausschnitten.
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Tabelle 6.1: Mechanische Eigenschaften der Cornea-Proben fu¨r die Elektronen-
mikroskopie in Abha¨ngigkeit von den zur Inkubation im Puffer befindlichen Sub-
stanzen
Inkubationslo¨sung mechanische Auffa¨lligkeiten
Pufferlo¨sung einheitliche elastische Probe
Pufferlo¨sung mit DPE einheitliche elastische Probe
Pufferlo¨sung mit α-CD Verha¨rtung der Probe
Pufferlo¨sung mit β-CD Verha¨rtung der Probe
Pufferlo¨sung mit DPE und α-CD Verha¨rtung mit Zerfaserung
Pufferlo¨sung mit DPE und β-CD Verha¨rtung mit Zerfaserung
6.3.4 Ergebnisse
An den Corneae waren sowohl wa¨hrend der Inkubation als auch im Verlauf der
Trocknung keine Auffa¨lligkeiten zu beobachten. Makroskopisch betrachtet gab es
zwischen den unterschiedlich behandelten Proben im getrockneten Zustand keine
Unterschiede.
Bei der Vorbereitung der Corneae fu¨r die REM-Aufnahmen waren Material-
unterschiede mechanisch feststellbar; auf Grund des großen Anteils des Stromas
am Aufbau der Cornea wahrscheinlich ausschließlich Strukturvera¨nderungen des
Stromas. Beim Schneiden der Proben traten deutliche Unterschiede im mechani-
schen Verhalten der getrockneten Proben auf. Diese wurden durch die Mitarbeiter
der Hochschule Wismar dokumentiert (Tab. 6.1).
Die erhaltenen Bilder (s. Anh. D ab S. 205) lassen strukturelle Scha¨den des
cornealen Stromas erkennen. Eine einheitlich aussehende Struktur ist nur erkenn-
bar, wenn die Corneae in Pufferlo¨sung oder in DPE-haltiger Pufferlo¨sung inku-
biert wurden. Von den Epithel- bzw. den Endothel-Zellen sind keine Einzelstruk-
turen mehr zu erkennen; sichtbar sind lediglich die durch den Trocknungsprozess
kompaktierten Reste, unabha¨ngig von der verwendeten Inkubationslo¨sung. Daher
lassen sich keine Ru¨ckschlu¨sse auf die Auswirkungen der Inkubationen mit DPE
und den Cyclodextrinen auf diese Gewebe ziehen.
Der Zusatz von Cyclodextrinen a¨ußert sich in einer deutlichen Vera¨nderung
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der Proben im Bereich des Stromas. Die mit α- bzw. β-CD behandelten Cor-
neae zeigen punktfo¨rmige, scheinbar in La¨ngsschichten angeordnete Defekte und
kleinere in dieselbe Richtung verlaufende Aufrisserscheinungen.
Am ausgepra¨gtesten sind die Scha¨den an den Proben, in denen DPE mit α-
bzw. β-CD kombiniert zur Inkubation verwendet worden waren. Punktfo¨rmige
Defekte sind nicht mehr feststellbar, dafu¨r finden sich Bereiche mit generalisierten
Defekten, die die Stromastruktur in La¨ngsrichtung stark zerfasern.
Abbildung D.38 auf Seite 211 zeigt Details des Feinbaus des cornealen Stro-
mas. Erkennbar ist die Lamellenstruktur der kollagenen Fasern an der mit DPE
behandelten Probe. Aufnahmen einer intakten Lamellenstruktur an den mit Cy-
clodextrinen behandelten Proben waren nicht mo¨glich. Hier kam es zu schuppigen
Aufbru¨chen der Struktur wie am Beispiel der DPE/α-CD behandelten Probe (s.
Abb. D.39, S. 212).
6.3.5 Diskussion
Das Hauptproblem der Elektronenmikroskopie bei der Untersuchung biologischer
Proben tritt auch bei diesen Versuchen deutlich zu Tage. Auf Grund der fu¨r die
Besta¨ndigkeit im Hochvakuum notwendigen Behandlung biologischer Materiali-
en durch Gefrieren, chemisches Fixieren oder Trocknen kommt es zu erheblichen
Vera¨nderungen der Proben. Aussagen zu Strukturvera¨nderungen, die vor diesem
Eingriff in die Integrita¨t der Probe erfolgt sind, mu¨ssen daher sehr zuru¨ckhaltend
getroffen werden. Dies gilt insbesondere fu¨r die Trocknung, da hier Zellen, Zell-
verba¨nde und Gewebe durch den Wasserverlust stark schrumpfen und deformie-
ren. Die Feststellung der im lebenden System vorhandenen Gro¨ßenverha¨ltnisse
wird erheblich behindert.
Eine generelle Aussage zur cornealen Toxizita¨t oder Zytotoxizita¨t an speziellen
Geweben der Cornea ist an Hand dieser Proben nicht mo¨glich. Es kann lediglich
festgestellt werden, ob durch Kontakt mit einer Testsubstanz grundsa¨tzlich eine
Gewebsvera¨nderung bzw. eine Wechselwirkung Substanz/Cornea aufgetreten ist.
Eine Quantifizierung der Wirkung la¨sst sich nur nach groben Gesichtspunkten
vornehmen und ist letztlich nicht objektivierbar.
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Die Ergebnisse der getrockneten Proben lassen keinen Ru¨ckschluss zu, ob es
in vivo tatsa¨chlich zu Scha¨den am Stroma kommt. Als sicher gilt aber zumin-
dest fu¨r α-CD eine nachgewiesene scha¨digende Wirkung (s. a. Kap. 3.2.2.3) in
Konzentrationen ab 4% [Kanai et al. 1989]. Daher ist fu¨r α-CD mit Sicherheit
davon auszugehen, dass eine Wechselwirkung α-CD/Cornea-Gewebe auch in den
verwendeten niedrigeren Konzentrationen stattgefunden hat.
Festzustellen ist weiterhin, dass unterschiedlich vorbehandelte Corneae den fu¨r
alle Proben gleichzeitig und einheitlich abgelaufenden Trocknungsprozess nicht
mit dem selben Ergebnis verlassen haben. Die elektronenmikroskopisch und me-
chanisch erkennbaren Unterschiede sind so erheblich, dass eine Ru¨ckfu¨hrung auf
individuelle Schwankungen der Probenstruktur als Begru¨ndung der Unterschie-
de auszuschließen ist. Wenn die Strukturvera¨nderungen durch α-CD-Wechselwir-
kungen mit dem Gewebe zu den ermittelten Vera¨nderungen gefu¨hrt haben, ist
anzunehmen, dass die unter Verwendung von β-CD aufgetretenen, vergleichba-
ren Vera¨nderungen derselben Art ebenfalls auf eine Wechselwirkung mit dem
cornealen Gewebe zuru¨ckzufu¨hren sind. Wie oben schon erwa¨hnt, rechtfertigt die
Tatsachenfeststellung einer Wechselwirkung nicht, die corneale Toxizita¨t der ver-
wendeten Substanzen zu belegen. Fu¨r β-CD wurden scha¨digende Wirkugen am
Auge bisher nicht beschrieben. Das mag sicher daran liegen, dass fu¨r praktische
Einsatzzwecke die Lo¨slichkeit in Wasser zu gering ist. Zumindest fu¨r das HP-β-
CD sind aber auch in Konzentrationen von 12,5% keine scha¨digenden Wirkungen
dokumentiert (s. a. Kap. 3.2.2.3).
DPE wird in der Dauerapplikation verwendet, und es ist nicht mit akuten
Scha¨den an der Cornea durch DPE zu rechnen. Die Ergebnisse nach der Inkuba-
tion in DPE-haltigem Puffer scheinen das zu besta¨tigen. Zu beru¨cksichtigen ist
hierbei, dass es, wie in den enzymatischen Untersuchungen (Kap. 4) beschrieben,
zum Abbau von DPE in der Cornea kommt. Es liegen neben DPE auch Piva-
lylsa¨ure, Epinephrin und dessen Oxidationsprodukte in sehr geringen Mengen
vor.
Auffallend ist die versta¨rkte Gewebsvera¨nderung bei der Kombination der
Cyclodextrine mit DPE. Hier scheinen sich die Wechselwirkungen von DPE, die
nicht in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbar waren, und der Cy-
clodextrine mit den Stroma gegenseitig zu versta¨rken.
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Bei der DTA/TG konnten die messbaren Vera¨nderungen am Gewebe, hervor-
gerufen durch die Kombination von DPE mit β-CD. Mit Hilfe eines mehrfachen
angeschlossenen Inkubationsprozesse mit Puffer von insgesamt 180min konnten
diese Vera¨nderungen ru¨ckga¨ngig gemacht werden. Ob diese Reversibilita¨t auch
elektronenmikroskopisch nachweisbar ist, muss spa¨teren Untersuchungen vorbe-
halten bleiben.
Kapitel 7
Permeation von Dipivefrin durch
Schweinecornea
7.1 Allgemeine Bemerkungen
Das Auge hat fu¨r die gezielte systemische Applikation von Arzneistoffen kei-
ne Bedeutung. Dass der gro¨ßte Teil der fu¨r die lokale Therapie verabreichten
Arzneistoffe nach dem Abfließen u¨ber den Tra¨nenkanal systemisch zur Resorp-
tion kommt, ist unbeabsichtigt, aber anatomisch gesehen nicht zu verhindern.
Diese systemische Resorption stellt fu¨r eine Reihe von Arzneistoffen die Ursache
der beobachteten, z. T. dramatischen Nebenwirkungen dar. Ein wichtiges Ziel bei
der Optimierung von Ophthalmika ist die Verbesserung der Resorption, verbun-
den mit Reduzierung des Wirkstoffeinsatzes und damit auch einer reduzierten
systemischen Aufnahme des Arzneistoffes.
Der Arzneistoffdiffusion ins Innere des Auges setzt die Cornea durch ihren
Aufbau aus vielen z. T. recht unterschiedlichen Schichten einen großen Wider-
stand entgegen. Dabei spielen die Faktoren pH-Wert, Moleku¨lmasse, Hydrophilie
und Ionisierbarkeit der applizierten Arzneistoffe eine entscheidende Rolle fu¨r die
Passage der Cornea. Das außen liegende Epithel la¨sst durch seinen lipophilen
Charakter bevorzugt lipophile und undissoziierte Moleku¨le transzellula¨r passie-
ren. Fu¨r hydrophile Arzneistoffe findet die Passage u¨ber Poren und wassergefu¨llte
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Interzellularra¨ume statt. Mit dem Erreichen des Stromas sind fu¨r das weitere
Durchdringen der Cornea nun ausschließlich passive Diffusionsvorga¨nge in einer
hydrophilen Schicht verantwortlich. Die lipophilen Substanzen, die nicht durch
Ionisierung hydrophileren Charakter annehmen ko¨nnen, sind durch ihre schlechte
Lo¨slichkeit im wa¨ssrigen Stroma in der Regel deutlich in ihrer Verfu¨gbarkeit im
Auge eingeschra¨nkt. Es ist daher fu¨r eine ideale Passage der Cornea wichtig, dass
der verwendete Arzneistoff sowohl hydrophile als auch lipophile Eigenschaften
besitzt. Auch Moleku¨le, die durch eine pH-abha¨ngige Dissoziation ihre Polarita¨t
vera¨ndern, sind als Arzneistoff geeignet.
Ziel der Untersuchungen ist es, die Einflussnahme ausgewa¨hlter Cyclodextri-
ne auf den Permeationsprozess von DPE zu untersuchen. Wie dem Kapitel 4
bekannt ist, nehmen die CD auch einen deutlich messbaren Einfluss auf die Me-
tabolisierung von DPE durch Enzyme des cornealen Epithels. Durch Messung
der Epinephrin-Konzentration im Akzeptor und im Donator wa¨ren Aussagen zu
ablaufenden enzymatischen Prozessen wa¨hrend der Permeation mo¨glich.
7.2 Grundlagen der Permeationsuntersuchung
7.2.1 Permeationsmodelle
Um Arzneistofffreisetzungen aus festen, halbfesten und flu¨ssigen Arzneiformen
zu untersuchen, bedient man sich verschiedener Modelle. Dabei ist der Verwen-
dung von in-vitro-Modellen der Vorzug zu geben, da sie in aller Regel einfacher
durchzufu¨hren, schneller und billiger sind. Des Weiteren sind bei in-vivo-Modellen
bzw. Human- und Tierversuchen die Fragen der menschlichen Ethik und des in
diesem Jahr in das Grundgesetz der Bundesrepublik Deutschland als Staatsziel
aufgenommenen Tierschutzes zu beachten.
Grundsa¨tzlich ist beim Aufbau von Freisetzungsmodellen zwischen
”
Disso-
lutions-Modellen“ und
”
Membran-Modellen“ zu unterscheiden. Die zuerst ge-
nannten Modelle dienen vorrangig der Pru¨fung von festen peroralen Arzneifor-
men; einige wichtige Methoden sind im Europa¨ischen Arzneibuch aufgefu¨hrt [Eu-
ropa¨isches Arzneibuch 3. Ausgabe 1997, Nachtrag 2002]. Membran-
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Modelle kommen zum Einsatz, wenn die Arzneiform vom Akzeptormedium aus
chemischen oder physikalischen Gru¨nden getrennt werden muss oder wenn die
Diffusion durch eine Membran der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der
Arzneistofffreisetzung ist. Im ersten Fall dient die Membran lediglich als Grenz-
fla¨che zwischen den Kompartimenten (z. B. Gleichgewichtsdialyse) und stellt da-
mit konstante Versuchsbedingungen fu¨r die Untersuchung des Einflusses von z. B.
Hilfsstoffen auf die Freisetzung sicher. Im zweiten Fall stellt die Membran ein Mo-
dell fu¨r eine ko¨rpereigene Barriere dar, wobei entweder eine geeignete ku¨nstliche
Membran(z. B. Nephrophanr) oder die natu¨rliche Barriere selbst (Cornea, Haut,
Du¨nndarmwand) verwendet werden.
Eine Reihe unterschiedlicher Modelle fu¨r die in-vitro-Untersuchung an Cor-
neae verschiedener Spezies sind eingehend beschrieben worden. Besonders um-
fangreich sind die Untersuchungen an Kaninchen [Mitra undMikkelson 1988,
Schoenwald und Huang 1983,Huang et al. 1983,Richman und Tang-Liu
1990], am Rind [Siefert und Keipert 1997] und am Schwein [Camber 1985,
Bisrat et al. 1990]. Mit den vorhandenen Modellen (nicht nur fu¨r die Cornea
geeignet) lassen sich auch die Einflu¨sse von Cyclodextrinen und anderen Hilfss-
toffen auf die Permeation von Arzneistoffen (z. B. Thalidomid [Siefert et al.
1999], Spironolacton [Yusuff et al. 1991], Dexamethason [Usayapant et al.
1991]) untersuchen.
7.2.2 Biologischen Barrieren
Neben der spezifischen Funktion als Bestandteil des Sehorgans hat die Cornea
eine Abschluss- und Barrierefunktion fu¨r das Auge. Durch ihre Lage kommt es zu
intensivem Kontakt mit der Luft (mit den darin enthaltenen Partikeln, Bakterien
und Schadstoffen) und ggf. zu groben mechanischen Kontakten (grobe Partikel
und Gegensta¨nde, aber auch Ophthalmika).
Die physikalische Funktion der Barriere wird durch den Schichtaufbau rea-
lisiert. Dabei spielt fu¨r die mechanische Festigkeit das Stroma die Hauptrolle.
Den Schutz gegen das Eindringen von Fremdstoffen (auch Arzneistoffen) in das
Auge gewa¨hrleistet das dichte, mehrschichtige Corneaepithel. Fu¨r die sogenannte
tempora¨re Barriere stellt die Cornea lediglich die Unterlage fu¨r den Tra¨nenfilm
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dar, mit dessen Hilfe Fremdstoffe vom Auge gespu¨lt werden. Die Hauptreini-
gungsfunktion u¨bernehmen die Augenlider, die durch ihre periodische Bewegung
— in Reizsituationen vermehrt — neben dem Erhalt des Flu¨ssigkeitsfilms auf
der Cornea fu¨r die mechanische Entfernung von Fremdko¨rpern und Fremdstoffen
sorgen. Daneben u¨ber die stoffwechselaktiven Gewebe der Cornea einen chemi-
schen Schutz gegenu¨ber Fremdsubstanzen aus. Besonders das Corneaepithel ist
geeignet, eindringende Substanzen, u. a. Arzneistoffe wie DPE, zu metabolisieren.
Bei der Entwicklung von in-vitro-Modellen wird regelma¨ßig die tempora¨re
Barriere außer Acht gelassen. Dies liegt zum einen daran, dass der sowohl peri-
odische mechanische Wischvorgang des Augenlides als auch der Fluss der Tra¨ne
schwer simulierbar sind, zum anderen in den zur Erfassung von Permeationsdaten
notwendigen langen Verweilzeit der Arzneistoffe auf der Cornea.
7.2.3 Transport durch biologische Barrieren
Der Transport durch biologische Barrieren wird prinzipiell u¨ber zwei Hauptwege
mo¨glich: der transzellula¨re und der parazellula¨re Weg. Der transzellula¨re Weg
fu¨hrt u¨ber die Permeation durch die Zellmembranen und das Zytoplasma. Auf
Grund des lipophilen Membranaufbaus ist es der bevorzugte Weg fu¨r lipophile
Substanzen sowie fu¨r Substanzen, fu¨r die in den Membranen spezifische akti-
ve Transportsysteme existieren. Der parazellula¨re Weg fu¨hrt u¨ber wassergefu¨llte
Zellzwischenra¨ume — ist damit zwangsla¨ufig nur fu¨r hydrophile Moleku¨le geeig-
net — und u¨ber die Tight junktions, deren O¨ffnung durch die extrazellula¨re Ca2+-
Konzentration gesteuert wird. Wa¨hrend der Permeation besteht durch Enzyme,
insbesondere beim transzellula¨ren Weg, die Mo¨glichkeit, dass eine Metabolisie-
rung stattfindet. Man spricht in diesem Fall von einem
”
pseudo-first-pass-Effekt“.
7.2.4 Mathematisch-Physikalische Betrachtung
7.2.4.1 Diffusion
Diffusion ist die gegenseitige Durchmischung zweier Stoffe. Sie ist die Folge der
thermischen Bewegungen und Schwingungen (im Falle einer Lo¨sung) von Lo¨sungs-
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mittel und gelo¨sten Teilchen. Große Moleku¨le erleiden so durch die Brownsche
Molekularbewegung 1013–1015 Sto¨ße in der Sekunde. Das mittlere Verschiebungs-
quadrat x2 wa¨hrend der Beobachtungsdauer τ ist:
x2 = cτ (7.1)
x2 . . . mittleres Verschiebungsquadrat
c . . . const.
τ . . . Beobachtungsdauer
Die Konstante c ist direkt proportional der Temperatur T und indirekt pro-
portional dem Reibungsfaktor f . Unter Einbeziehung der Beobachtungszeit τ
ergibt sich die Boltzmann-Konstante k als neuer Proportionalita¨tsfaktor:
x2 =
kT
f
(7.2)
x2 . . . mittleres Verschiebungsquadrat
k . . . Boltzmann-Konstante
T . . . absolute Temperatur
f . . . Reibungsfaktor
Bei statistischer Gleichverteilung der Teilchen wird der Mittelwert x = 0,
da eine Verschiebung x in jede Richtung gleich wahrscheinlich ist. Auch bei ei-
nem Konzentrationsgefa¨lle ist die thermische Bewegung eines einzelnen Teilchens
streng statistisch verteilt und nicht vorhersagbar. Bei der statistischen Betrach-
tung aller Teilchen ergibt sich jedoch ein gerichteter Teilchenstrom, der an jedem
Ort dem Konzentrationsgradienten proportional ist und dessen Richtung der des
Gradienten entgegen gesetzt ist. Beschreibbar ist diese Bewegung durch das 1.
und 2. Fick’sche Gesetz (Gleichungen 7.3 und 7.5).
Aus thermodynamischer Sicht ist nicht der Konzentrationsgradient, sondern
der Gradient der thermodynamischen Aktivita¨t der Teilchen die Triebkraft der
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Diffusion. Zur messtechnischen Vereinfachung wird aber meist als Basis der Be-
rechnung der Konzentrationsgradient verwendet. Neben der thermodynamischen
Aktivita¨t wird der kinetische Verlauf der Diffusion durch die Beweglichkeit der
Teilchen bestimmt. Wichtige Faktoren der Teilchenbeweglichkeit sind u. a.:
• die chemische Struktur
• die Moleku¨lgro¨ße
• Wechselwirkungen
• das Dissoziationsverhalten
• und die Temperatur.
Diese, selten einzeln bestimmbaren Faktoren, werden mit Hilfe eines Propor-
tionalita¨tsfaktors, dem Diffusionskoeffizienten D [cm2 · s−1], beschrieben.
Derartige Vorga¨nge laufen nach dem 2. Hauptsatz der Thermodynamik spon-
tan und irreversibel ab. Die Gesamtentropie ∆Stot des betrachteten geschlossenen
Systems nimmt daher zu: ∆Stot > 0.
7.2.4.2 Fick’sche Diffusionsgesetze
Die Diffusionsgesetze von Fick aus dem Jahre 1855 beschreiben den Diffusions-
vorgang in Abha¨ngigkeit eines Konzentrationsgefa¨lles in einem Medium in allen
drei Dimensionen. Zur Vereinfachung wird die Anzahl der Raumrichtungen redu-
ziert, im Falle der Diffusion durch Membranen ist die Berechnung auf Grundlage
einer eindimensionalen Betrachtung sinnvoll. Im 1. Fick’schen Gesetz (Gl. 7.3)
wird die proportionale Beziehung des Diffusionsflusses J = dm
dt
je Einheitsfla¨che
zum differentiellen Konzentrationsgradienten beschrieben.
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J =
dm
dt
= −Ddc
dx
(7.3)
J . . . Diffusionsfluss
m . . . Masse
t . . . Zeit
D . . . Diffusionskoeffizient
c . . . Konzentration
x . . . Raumdimension x
In einem isotropen Medium la¨sst sich die Arzneistoffmasse M , die u¨ber eine
Querschnittsfla¨che A diffundiert, nach Gleichung 7.4 berechnen. Voraussetzung
fu¨r diese praktische Anwendung des 1. Fick’schen Gesetzes ist das Vorhandensein
eines stationa¨ren oder quasistationa¨ren Konzentrationsgefa¨lles.
dM
dt
= −AD dc
dx
(7.4)
M . . . Arzneistoffmasse
t . . . Zeit
A . . . Diffusionsfla¨che
D . . . Diffusionskoeffizient
c . . . Konzentration
x . . . Raumdimension x
Wenn durch den Strom der diffundierenden Moleku¨le der Konzentrationsgra-
dient vera¨ndert wird, er somit ra¨umlich und zeitlich instationa¨r ist, muss die
oben angegebene Gleichung 7.3 allgemeineren Charakter erhalten. Unter Ver-
minderung der Gleichung um die Variable m fu¨hrt die mathematische Ableitung
zu einer partiellen Differenzialgleichung, die als 2. Fick’sches Gesetz (Gl. 7.5)
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bekannt ist. Das Gesetz macht Aussagen u¨ber die ra¨umliche und zeitliche Kon-
zentrationsverteilung.
(
δc
δt
)
x
= D
(
δ2c
δx2
)
t
(7.5)
Die unendlich vielen Lo¨sungen dieser Gleichung mu¨ssen durch eine Reihe von
Anfangs- und Randbedingungen eingegrenzt werden. Fu¨r den Fall einer Mem-
brandiffusion (Schichtdicke h) werden eine konstante Ausgangskonzentration c1
des Donators an der Stelle x = 0 und am Akzeptor x = h die konstante Kon-
zentration c2 = 0 gefordert. Dieses Konzentrationsgefa¨lle ist praktisch nicht er-
reichbar, daher arbeitet man unter weiterer Vereinfachung mit den sogenannten
sink-Bedingungen; fu¨r diese gilt: 0 < c2 <
1
10
c1. Vernachla¨ssigt werden bei Mem-
brandiffusionen ebenfalls Grenzfla¨cheneffekte, die oben bereits erwa¨hnte Verwen-
dung von Konzentrationen anstelle der Aktivita¨ten, die Diffusion in die nicht
betrachteten Raumrichtungen y und z sowie die Tatsache, dass der Diffusionsko-
effizient als Proportionalita¨tsfaktor nicht konstant ist. Unter Einbeziehung des 1.
Fick’schen Gesetzes (Gl. 7.3) fu¨r den Diffusionsfluss J pro Fla¨cheneinheit ergibt
sich nach der Integration fu¨r die Zeit t und fu¨r einen gegebenen Querschnitt A die
durch eine isotrope Membran der Dicke h transportierte Arzneistoffmenge (Gl.
7.6).
M = DA
c2 − c1
h
t (7.6)
7.2.4.3 Diffusionskoeffizient
Zwischen dem makroskopischen Diffusionskoeffizienten D und dem molekularen
Reibungsfaktor f ist in Anlehnung an Gleichung 7.2 ein Zusammenhang darstell-
bar:
D =
kT
f
(7.7)
Fu¨r einen homogenen Diffusionsraum, in dem der Diffusionskoeffizient kon-
stant ist und keine Vorzugsrichtung aufweist, ist D fu¨r spha¨rische Teilchen mit
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Hilfe der Stokes-Sutherland-Einstein-Gleichung (Gl. 7.8) definierbar.
D =
RT
N
1
6piηr
(7.8)
R . . . allgemeine Gaskonstante
T . . . absolute Temperatur
N . . . Loschmidt-Zahl
η . . . intrinsische Viskosita¨t
r . . . Teilchenradius
Der Reibungsfaktor f ist abha¨ngig von der Moleku¨lgro¨ße und der geome-
trischen Form der Moleku¨le. Daher ist auch der Diffusionskoeffizient von der
Moleku¨lmasse abha¨ngig, ein linearer Zusammenhang besteht jedoch nicht. Na¨he-
rungsweise, unter Vernachla¨ssigung der Moleku¨lform, kann man zur Abscha¨tzung
des Diffusionsverhaltens fu¨r niedermolekulare Substanzen von D ∼ 1√
Mr
ausge-
hen. Der Diffusionskoeffizient weist eine Abha¨ngigkeit von der Temperatur auf.
Diese Abha¨ngigkeit ist nicht linear, weil als Variablen in der Berechnung sowohl
der Reibungsfaktor f als auch die intrinsische Viskosita¨t η temperaturabha¨ngig
sind und mit steigender Temperatur sinken. In biologischen Geweben erstrecken
sich Diffusionsprozesse u¨ber verschiedene Diffusionsra¨ume mit unterschiedlichen
Diffusionskoeffizienten, selbst innerhalb einer definierten Gewebeschicht ist durch
den Aufbau und die Funktion der Zellen und Zellverba¨nde keine homogene Struk-
tur fu¨r den Diffusionsprozess gegeben.
Die Gu¨ltigkeit der Fick’schen Gesetze ist auf einen homogenen Diffusionsraum
beschra¨nkt, in dem die Orts-, Zeit-, Richtungs-, Temperatur- und Konzentrati-
onsabha¨ngikeit des Diffusionskoeffizienten bewusst vernachla¨ssigt wird. Daher ist
fu¨r jedes pharmazeutische Diffusionsmodell zu pru¨fen, ob die Vereinfachung der
Bedingungen zula¨ssig und mit den Diffusionsgesetzen vereinbar ist.
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7.2.4.4 Permeation durch eine Membran
Bei dem einfachsten Fall dieses Modells ist eine Membran der Schichtdicke h von
der einen Seite mit einer Donatorlo¨sung umspu¨lt, die einen großen U¨berschuss
an Arzneistoff entha¨lt, die andere Seite von einem Akzeptor, der praktisch unbe-
grenzt Arzneistoff aufzunehmen vermag. Unter Annahme einer eindimensionalen
Diffusion und dem Fehlen von Grenzfla¨chenpha¨nomenen liegt hier der Zustand
der perfect-sink-Bedingungen vor. Der Transport la¨uft unter diesen Voraussetzun-
gen membrangesteuert ab. Mit Hilfe der Fick’schen Gesetze lassen sich allgemeine
Lo¨sungen finden, die den Konzentrationsgradienten in der Membran beschreiben.
Der Prozess na¨hert sich im Laufe der Zeit dem quasistationa¨ren Zustand, d. h.
dc
dt
= 0 und dc
dx
= const., an.
In der Praxis hat man es mit den Einschra¨nkungen fu¨r sink-Bedingungen, wie
unter Kapitel 7.2.4.2 aufgezeigt, zu tun. Des Weiteren ist aus pharmazeutischer
Sicht weniger der Konzentrationsgradient als vielmehr die permeierte Stoffmenge
M interessant. Nach Integration des Diffusionsflusses J an der Stelle x = 0 u¨ber
t und unter Vernachla¨ssigung der Exponentialglieder, die fu¨r große Werte von t
unbedeutend werden, la¨sst sich die permeierte Stoffmenge m berechnen.
m = AD
ch
h
t− Achh
6
(7.9)
ch . . . Konzentration fu¨r x=h
Der Schnittpunkt der Geraden mit der Abszisse ergibt die sogenannte lag-time
tlag. Sie ist eine Gro¨ße zur Beschreibung von Permeationen und ihres Fließgleich-
gewichts und u¨ber tlag =
h2
6D
geeignet zur Scha¨tzung des Diffussionskoeffizienten.
Nur fu¨r sehr du¨nne Membranen, fu¨r die gilt: Achh  6, vereinfacht sich
Gleichung 7.9 zu:
m = AD
ch
h
t (7.10)
Wie zu sehen, stimmt die Gleichung 7.10 nach vielen getroffenen Vereinfa-
chungen mit der trivialen Lo¨sung nach Gleichung 7.6 fu¨r dc
dt
= 0 u¨berein.
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7.2.4.5 Verteilungskoeffizient
Bei der Diffusion durch Lipidmembranen spielen Verteilungsgleichgewichte zwi-
schen Akzeptor- bzw. Donatorlo¨sung und der Membran eine Rolle bei der Per-
meation. Wie schon unter 7.2.4.1 ausgefu¨hrt, verwendet man zur Vereinfachung
die Konzentration des Stoffes anstatt dessen Aktivita¨t, des Weiteren wird still-
schweigend die Temperaturabha¨ngigkeit der Lo¨sungseigenschaften vernachla¨ssigt.
Somit la¨sst sich ein scheinbarer partieller Verteilungskoeffizient KV errechnen:
KV =
cMembran
cLo¨sung
. Unter der Annahme, dass die Einstellung des Verteilungsgleich-
gewichts beliebig schnell erfolgt, gilt unter den bisher genannten Einschra¨nkungen
fu¨r das quasistationa¨re Fließgleichgewicht:
dm
dt
= AD
KV · cLo¨sung
h
(7.11)
Wie aus der Gleichung 7.11 ersichtlich, ist die permeierte Stoffmenge direkt
proportional dem Verteilungskoeffizienten. Da die Verteilungskoeffizienten von
Gewebeschichten experimentell nur unzula¨nglich oder gar nicht zuga¨nglich sind,
behilft man sich mit der Bestimmung des n-Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizi-
enten als Richtwert bei der Abscha¨tzung bzw. Beurteilung von Permeationsdaten.
7.2.4.6 Permeabilita¨tskoeffizient
Mit Hilfe des Permeabilita¨tskoeffizienten P lassen sich alle konstanten Para-
meter einer Permeation zusammenfassen. Das ist auch dann notwendig, wenn
es sehr schwierig oder unmo¨glich ist, Einzelparameter zu bestimmen. Der Per-
meabilita¨tskoeffizient ist die Zusammenfassung des Diffusionskoeffizienten D, der
Schichtdicke h und des Verteilungskoeffizienten KV :
P = AD
KVD
h
(7.12)
P . . . Permeabilita¨tskoeffizient
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Mit Hilfe des Permeabilita¨tskoeffizienten ist eine Aussage u¨ber und die Be-
rechnung des Diffusionsflusses auch an komplexen biologischen Barrieren (z. B.
Cornea, Haut, Schleimha¨ute) mo¨glich. Unter sink-Bedingungen im Fließgleichge-
wicht ergibt sich der Diffusionsfluss nach: J = P · c0.
7.2.4.7 Diffusion durch
”
Poren“
Bei biologischen Membranen kommen
”
Poren“ dem parazellula¨ren Transport-
weg gleich. Auch Bereiche besonders hoher Permeabilita¨t und poro¨se Abschnitte
ko¨nnen damit beschrieben werden. Bei ku¨nstlichen Membranen lassen sich mit
Hilfe von Polymeren direkt Poren von definierter Gro¨ße ausbilden. Es kommt
so, neben dem passiven Permeationsweg durch das Membranmaterial, zu einem
parallelen Transport durch die Poren. Der Idealfall geht von zylindrischen Poren
aus, deren Durchmesser das 50-fache des Moleku¨ldurchmessers betra¨gt und so
einen von Randeffekten freien Diffusionsstom entlang des Konzentrationsgefa¨lles
ermo¨glicht. Der Permeabilita¨tskoeffizient der Gesamtmembran ergibt sich somit
aus der gewichteten Addition der Permeabilita¨tskoeffizienten (Gl. 7.13) fu¨r die
einzelnen Permeationswege. Fu¨r deren Koeffizienten f gilt:
∑n
1 fn = 1 (n=Anzahl
der parallelen Permeationswege).
P = fMPM + fPPP (7.13)
fM . . . Anteil der Membran
PM . . . Permeabilita¨tskoeffizient der Membran
fP . . . Anteil der Poren
PP . . . Permeabilita¨tskoeffizient der Poren
7.2.4.8 Diffusion durch mehrschichtige Membranen
Bei der Diffusion eines Arzneistoffes durch eine Barriere ist selbst im Fall einer
einschichtigen Membran der Diffusionsprozess nicht auf diese beschra¨nkt. Auf
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beiden Seiten der Membran bildet die umgebende Flu¨ssigkeit sogenannte Dif-
fusionsschichten. In diesen Schichten werden die Stoffe nicht durch Konvektion,
sondern fast ausschließlich durch Diffusion transportiert. Somit ist im einfachsten
Fall ein dreischichtiges System fu¨r die Diffusion verantwortlich. Daher gilt, dass
sich der reziproke Gesamtpermeabilita¨tskoeffizient aus der Summe der reziproken
Permeabilita¨tskoeffizienten der einzelnen Schichten n ergibt. Fu¨r n = 3 gilt:
1
Pges
=
1
P1
+
1
P2
+
1
P3
(7.14)
Betrachtet man die Cornea als Diffusionsbarriere und zieht die von ihrer Dicke
h gro¨ßten Schichten Stroma, Epithel und Endothel mit in die Berechnung ein,
erha¨lt man unter Beru¨cksichtigung der Gleichung 7.12 als Term fu¨r den Permea-
bilita¨tskoeffizienten eines fu¨nfschichtigen Systems:
1
P
=
h1
D1KV1
+
h1
D2KV2
+
h3
D3KV3
+
h4
D4KV4
+
h5
D5KV5
(7.15)
hn . . . Dicke der Schicht n
Dn . . . Diffusionskoeffizient der Schicht n
KVn . . . Verteilungskoeffizient der Schicht n zwischen
der Schicht und dem umgebenden Lo¨sungsmittel
bzw. der Nachbarschicht
Bei Betrachtung der Gleichung 7.15 wird deutlich, dass eine Auflo¨sung nach
P fu¨r eine mathematische Berechnung wenig sinnvoll ist. Die Bestimmung der
Verteilungs- und der Diffusionskoeffizienten fu¨r jede einzelne Schicht stellt im
Allgemeinen eine analytisch nicht zu lo¨sende Aufgabe dar.
7.2.4.9 Apparenter Permeabilita¨tskoeffizient
Die Lo¨sung des Problems, einen wahren Permeabilita¨tskoeffizienten nicht berech-
nen zu ko¨nnen, liegt in der Verwendung eines
”
black-box“-Modells, bei dem ohne
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Kenntnis der inneren Vorga¨nge ein Ausgangssignal (hier: die permeierte Arznei-
stoffmenge) registriert wird, das sich als Reaktion auf ein gesetztes Eingangssignal
(hier: die Donatorkonzentration) ergibt. Fu¨r die Nutzung sind einige Vorbedin-
gungen notwendig:
1. Das betrachtete System befindet sich im quasistationa¨ren Fließgleichge-
wicht.
2. Es herrschen sink-Bedingungen.
3. Die Ausgangskonzentration c0 ist konstant.
Nach dem ersten Fick’schen Gesetz (Gl. 7.3) la¨sst sich aus den ermittelten Per-
meationsdaten ein Permeabilita¨tskoeffizient, der als apparenter oder effektiver
Permeabilita¨tskoeffizient Papp bezeichnet wird, berechnen.
Papp =
∆m
∆t
· 1
60 · A · c0 (7.16)
Papp . . . apparenter Permeationskoeffizient [cm·s−1]
m . . . permeierte Arzneistoffmasse [mg]
t . . . Permeationsdauer [min]
60 . . . Umrechnungsfaktor von Minuten in Sekunden
A . . . Diffusionsfla¨che [cm2]
c0 . . . Donatorkonzentration [mg·ml−1]
Dieses Black-box-Modell reagiert als Summe vieler verschiedener Parameter.
An dem unter Kap. 7.2.4.8 gewa¨hlten Beispiel der Cornea sind das die Diffu-
sionsvorga¨nge an drei Schichten verschiedener Zellverba¨nde und den zwei sich
nach außen anschließenden stationa¨ren wa¨ssrigen Diffusionsschichten. Innerhalb
der zellula¨ren Verba¨nde finden eine Vielzahl von Transportvorga¨ngen parallel
statt: die transzellula¨re Diffusion, die parazellula¨re Diffusion sowie gegebenenfalls
aktive Transportprozesse. Gleichzeitig kann es besonders im stoffwechselaktivs-
ten Bereich der Cornea, dem Epithel, zu Metabolisierungsreaktionen kommen,
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die scheinbar die Permeabilita¨t der Cornea herabsetzen. Bei solchen komplexen
Vorga¨ngen ist eine Differenzierung der einzelnen Teilleistungen schwer oder gar
nicht mo¨glich.
7.3 Versuchsdurchfu¨hrung
7.3.1 Modellaufbau
Grundlage der Versuche bildet ein in der Arbeitsgruppe etabliertes Permeations-
modell, das zuna¨chst fu¨r Gleichgewichtsdialysezellen konzipiert [Keipert und
Voigt 1975] und spa¨ter als Rindercornea-Permeationsmodell [Siefert undKei-
pert 1997,Siefert 1998] weiterentwickelt wurde. In der Folge wurde das beste-
hende Modell in den Gro¨ßenverha¨ltnissen auch den Permeationsuntersuchungen
mit Schweinecornea angepasst [Scholz et al. 2002].
Das Permeationsmodell besteht aus zwei Halbzellen aus Polyacrylr. Eine
ringfo¨rmige donatorseitige Vertiefung und als Gegenstu¨ck eine ringfo¨rmige Er-
hebung auf der Akzeptorseite stellen die Fixierungselemente fu¨r die Cornea dar,
sodass die natu¨rlicherweise vorhandene Kru¨mmung der Cornea anna¨hernd auf-
recht erhalten bleibt. Das Donator- und das Akzeptorkompartiment sind durch V-
fo¨rmig angeordnete Ro¨hren bei geschlossener Zelle zuga¨nglich, um die Akzeptor-
und Donatorflu¨ssigkeit einfu¨llen oder umpumpen und wa¨hrend der Permeations-
untersuchung Proben entnehmen zu ko¨nnen.
7.3.2 Permeationsversuche
Fu¨r die Permeationsstudien waren gezielt CD aus der Testpalette auszuwa¨hlen.
Bei der Entscheidung spielten die vorher gepru¨ften Faktoren Wechselwirkung
CD/DPE, Einfluss auf enzymatische Abla¨ufe sowie Wechselwirkungen Gewe-
be/CD die entscheidende Rolle. Zur U¨berpru¨fung gelangten nach den enzyma-
tischen Versuchen als besonders potent wirkend gefundene HP-β-CD, welches
gleichzeitig eine hohe Affinita¨t zu DPE aufweist, das in beiden Beziehungen als
weniger aktiv eingescha¨tzte γ-CD und schließlich α-CD wegen seiner hohen, z. T.
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scha¨digenden Wechselwirkung an cornealem Gewebe (s. Kap. 3.2.2.3). Neben dem
CD-Einfluss auf die Permeation von DPE sollten gleichzeitig die im Epithel ab-
laufenden enzymatischen Prozesse erfasst werden (Erfassung von Epinephrin).
Tabelle 7.1: Bedingungen fu¨r die Permeationsuntersuchungen
Donatorvolumen 1,0ml
Akzeptorvolumen 1,5ml
Zeitdauer 300min
Probenintervall 30min
Temperatur 33±0,5 ◦C
Akzeptor Puffer pH7,4
Startkonzentrationen im Donator (Puffer pH7,4)
DPE 2,58mmol·l−1
α-CD 123mmol·l−1
HP-β-CD 35, 70, 140mmol·l−1
γ-CD 123mmol·l−1
Von frischen Schweineaugen wurden die Corneae abpra¨pariert und nach gru¨nd-
lichem Spu¨len mit Puffer, um anhaftendes Blut zu entfernen, in die Zellen ein-
gelegt. Nach Verschluss der Zellen wurden diese mit Akzeptor- und Donatorme-
dium gefu¨llt und in den temperierten Inkubator u¨berfu¨hrt. Die Zellen wurden
mit einem horizontalen Exzenter bei einer Drehzahl von 100min−1 bewegt. Die
Probennahme von je 100µl nach jeweils 30min aus Akzeptor und Donator er-
folgte unter Ersatz des Volumens durch die entsprechenden Ausgangslo¨sungen.
Der Gehalt der gewonnenen Proben an DPE und EPI wurde unmittelbar nach
der Entnahme mittels HPLC (s. Kap. A.1.2) bestimmt.
7.3.2.1 Ergebnisse und Diskussion
Ausgangspunkt der Versuche waren die Permeation von DPE und die Bestim-
mung des dabei entstehenden EPI ohne Beeinflussung durch die CD. (Die gefun-
denen EPI-Konzentrationen im Donator entsprachen immer den EPI-Konzentra-
tion im Akzeptor. Deshalb wird im Weiteren auf eine gesonderte Darstellung der
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Stoffmengen von EPI im Donatorkompartiment verzichtet.) Abbildung 7.1 gibt
den Verlauf der Permeation von DPE und die sich bildende Menge EPI ohne die
Einflussnahme eines Zusatzes von CD wieder.
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Abbildung 7.1: Permeierte Menge von DPE und wa¨hrend der Permeation enzy-
matisch gebildete Menge von EPI; x¯± s, n=3
Auffallend ist das Auftreten von EPI im Akzeptor in messbaren Mengen noch
vor der Passage von DPE. Offensichtlich beginnt mit dem Aufbau des Konzentra-
tionsgradienten von DPE in der Cornea die Metabolisierung zum EPI, das dann
zu gleichen Teilen entsprechend dem Konzentrationsgefa¨lle in das Akzeptor- und
das Donatorkompartiment diffundiert. Diese Metabolisierung erfasst in der An-
fangsphase der Permeation den Großteil des in die Cornea eindiffundierten DPE.
Unter Zusatz von α-CD (s. Abb. D.40, S. 213) kommt es zu einer schnelleren
Passage von DPE innerhalb der ersten Stunde der Permeation, wa¨hrend die Bil-
dung von Epinephrin nicht beeinflusst zu sein scheint. Diese Resultate decken sich
mit den Angaben u¨ber α-CD, fu¨r das eine corneale Toxizita¨t bekannt ist (s. Kap.
3.4) und mit der Ergebnissen der enzymatischen Untersuchungen (s. Kap. 4), wo-
nach eine Einflussnahme von α-CD auf den Verlauf der enzymatischen Reaktion
ausgeschlossen werden kann.
Bei Einsatz von γ-CD (s. Abb. D.41, S. 213) erfolgt eine Reduktion auf ca.
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28% der permeierten DPE-Menge im Vergleich zur Permeation ohne CD nach
300min. Die schwachen festgestellten Wechselwirkungen γ-CD/DPE sind offen-
sichtlich ausreichend, um die Permeation durch Bildung großer, die Cornea nicht
passierender Komplexe einzuschra¨nken. Im Gegenteil dazu ist die gebildete EPI-
Menge erheblich gro¨ßer. Mo¨glicherweise sind geringste Mengen γ-CD in der La-
ge, in das Epithel einzudringen und die im Kapitel 4 fu¨r geringe Mengen γ-CD
beschriebene Beschleunigung des enzymatischen Umsatzes auszulo¨sen. Die trotz
Wechselwirkung γ-CD/DPE in die Cornea eindringende DPE-Menge ko¨nnte zum
u¨berwiegenden Teil als Substrat fu¨r die Bildung von EPI dienen.
Ein noch sta¨rkerer Effekt auf die Permeation wird durch HP-β-CD verursacht
(s. Abb. D.42). Die DPE-Menge nach 300min betra¨gt nur noch 23–27% der
ohne CD-Einfluss gemessenen Menge. Die Betrachtung der Kurvenverla¨ufe fu¨r
die unterschiedlichen Konzentrationen von HP-β-CD (35, 70, 140mmol·l−1) zeigt
keine signifikanten Unterschiede der Konzentrationsunterschiede des CD auf die
Permeation. Die im Vergleich zu γ-CD wesentlich sta¨rkeren Wechselwirkungen
mit DPE sind wahrscheinlich dafu¨r verantwortlich, dass nicht wie bei γ-CD eine
Beschleunigung der EPI-Bildung erfolgt (s. Abb. D.43). Durch die Komplexierung
wird eine Penetration von DPE in die Cornea infolge der sich bildenden großen
Moleku¨le behindert. Das fu¨hrt zu einer geringeren Konzentration von DPE im
Akzeptor und durch die geringere Penetration des DPE in die Cornea als Substrat
fu¨r EPI zu einer geringeren Bildungquote als bei γ-CD. Dass sich, a¨hnlich dem
γ-CD, eine Beschleunigung durch geringe Mengen HP-β-CD im Epithel positiv
auf die Bildung von EPI auswirkt, wird durch ein verringertes Substratangebot
verhindert.
In Tabelle 7.2 sind die wichtigsten beschreibenden Parameter fu¨r die Per-
meationen von DPE, mit und ohne Einfluss von CD, aufgefu¨hrt. Die angegebene
lag-time (tlag) und der apparente Permeabilita¨tskoeffizient (Papp) wurden ent-
sprechend den theoretischen Vorbetrachtungen (s. Kap. 7.2.4) auf Grundlage des
Zeitintervalls von 60–300min fu¨r das quasistationa¨re Fließgleichgewicht aus den
experimentellen Daten berechnet. Einige Einschra¨nkungen hinsichtlich Papp sind
zusa¨tzlich zu machen. So spiegelt Papp nicht das Permeationsverhalten von DPE
durch Diffusion durch die Cornea wider, sondern ist ein um die metabolisier-
te DPE-Menge verminderter Wert. Die metabolisierten Arzneistoffmengen sind
u. a. von den zugesetzten Hilfsstoffen abha¨ngig. Damit ist Papp als Vergleichswert
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unterschiedlicher Permeationsbedingungen durch CD-Zusatz ungeeignet. Ledig-
lich eine grobe erste Orientierung wird durch Papp ermo¨glicht. Eine Aufrechnung
der EPI-Mengen auf Papp erscheint wenig sinnvoll, da das EPI entsprechend dem
Konzentrationsgefa¨lle sowohl in Akzeptor- als auch Donator-Richtung diffundiert.
Des Weiteren ist die Diffusionsgeschwindigkeit nicht identisch mit der von DPE.
Tabelle 7.2: Permeabilita¨tskoeffizienten, lag-time und permeierte Gesamtmenge
nach 300min (Q300min) der Versuche in Abha¨ngigkeit der Donatorzusammenset-
zung, x¯± s, n=3
Donator Papp [10
−6cm·s−1] tlag [min] Q300min [µg]
ohne CD 8,31±2,56 58 60,3±12,3
α-CD 123mmol·l−1 10,1±2,42 39 78,9±10,7
γ-CD 123mmol·l−1 1,84±0,42 0 17,2±4,7
HP-β-CD 35mmol·l−1 2,08±0,54 32 16,7±6,1
HP-β-CD 70mmol·l−1 2,00±0,46 43 15,4±3,5
HP-β-CD 140mmol·l−1 1,89±0,51 47 14,3±11,1
Kapitel 8
Forcierte, umgekehrte
Permeation
8.1 Allgemeine Bemerkungen
Einen großen Raum bei der Entwicklung und Optimierung von Ophthalmika
nehmen Permeations- und Penetrationsstudien ein. Dabei wurde der Durchtritt
durch und die Einlagerung von Arznei- und Hilfsstoffen in corneales und sklerales
Gewebe untersucht. Die bevorzugten Quellen fu¨r die Gewinnung der Gewebe sind
Kaninchen-, Schweine- und Rinderaugen.
Die verwendeten Permeationszellen unterschieden sich z. T. erheblich in ihrer
technischen Ausfu¨hrungen. Von den zwei Einzelkompartimenten dient eines als
Donator, das zweite als Akzeptor. Die Kompartimente sind z. T. unterschiedlich
groß. Es existieren Modelle, bei denen sich die Konzentrationsunterschiede in den
Kompartimenten ausschließlich durch Diffusion ausgleichen, in anderen befindet
sich die gesamte Apparatur in Rotation oder auf einem Exzenter, oder es befin-
den sich geeignete Ru¨hrvorrichtungen in den Kompartimenten. Es besteht wei-
terhin die Mo¨glichkeit, die Kompartimente mit externen Lo¨sungsmittelvorra¨ten
zu verbinden und durch Umpumpen einen schnelleren Konzentrationsausgleich
im Akzeptor zu erreichen. Im Falle des Akzeptorkompartiments nutzt man die
Vergro¨ßerung des Volumens ha¨ufig zur Senkung der Stoffkonzentration, um die
gesamte Permeation unter sink-Bedingungen durchfu¨hren zu ko¨nnen.
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Die Mehrzahl der bisher fu¨r Untersuchungen der Cornea verwendeten Mo-
delle arbeitet mit drucklosen Zellen mit vertikal angeordneter Membran. Einzi-
ger Antriebsfaktor fu¨r die Permeation ist dabei die unterschiedliche Aktivita¨t der
Arzneimittel und Hilfsstoffe in Donator und Akzeptor. Als Untersuchungsobjekte
dienten eine Vielzahl von Arzneistoffen, die modellhaft oder fu¨r den Einsatz in
Ophthalmika untersucht wurden. Weniger Beachtung schenkte man bislang der
Tatsache, dass auch Wasser an den Permeation- und Penetrationsvorga¨ngen be-
teiligt ist und dass der hydrostatische Druck Einfluss auf die Permeation nehmen
kann.
8.2 Theoretische Grundlagen
Bisher sind keine quantitativen Aussagen u¨ber einen modellhaften Durchtritt von
Wasser durch die gesamte Cornea von endothelial nach epithelial bekannt. Be-
trachtet wurden bisher nur die U¨berga¨nge Tra¨ne-Epithel-Stroma und Kammer-
wasser-Endothel-Stroma. Bekannt ist, dass physiologischerweise beim Menschen
kontinuierlich 5µl Kammerwasser pro Stunde und cm2 in das Stroma durch Diffu-
sion einfließen [Mishima 1982], um durch mitgefu¨hrte Substrate den Stoffwechsel
des Gewebes sicherzustellen [Hockwin 1985b]. Durch die Endothelzellen werden
als Folge des aktiven Bicarbonattransports vom Stroma in das Kammerwasser das
Wasser aus dem Stroma und mit ihm die Stoffwechselprodukte in das Kammer-
wasser geleitet [Fischbarg et al. 1985,Green 1991]. Die endotheliale
”
Pumpe“
hat eine konstante Kapazita¨t, die nur durch pathologische Zusta¨nde beeinflusst
wird [Klyce und Crosson 1985].
Ein a¨hnlicher Austauschvorgang, jedoch in schwa¨cherem Ausmaß, findet am
Epithel statt. Ein aktiver Transportprozess findet hier fu¨r die Cl−-Ionen, die aus
dem Stroma in die Tra¨nenflu¨ssigkeit gebracht werden [Zadunaisky 1966,Mars-
hall und Klyce 1983]. In Folge des Transportes der Cl−-Ionen stro¨mt Wasser
aus dem Stoma in die Tra¨nenflu¨ssigkeit nach. Der Cl−-Carrier repra¨sentiert 50%
des gesamten aktiven Ionentransports des Epithels. Durch Stimulation mit DPE
(s. Kap. 3.2.1.5) erho¨ht sich dieser Anteil am Gesamttransport auf 75% [Kly-
ce et al. 1973], das entspricht einer Verdreifachung des Cl−-Transportsniveaus.
Die Kapazita¨t des Cl−-Carriers im Epithel wird physiologischerweise u¨ber sym-
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pathische Innervation reguliert [Klyce und Crosson 1985] — demgegenu¨ber
ist beim Endothel ein neurophysiologischer Einfluss nicht bekannt. Damit nimmt
das Epithel neben seiner Hauptfunktion als Barriere fu¨r Elektrolyte und Wasser
aktiv an der Hydratationssteuerung des Stromas teil.
Die Mo¨glichkeit der Diffusion von Na¨hrstoffen, Stoffwechselprodukten, Ionen
und Wasser sowohl durch das Endothel als auch durch das Epithel ist ein phy-
siologisch essentieller Vorgang fu¨r den Stoffwechsel der Cornea (s. a. Kap. 3.1.2).
Die Wasser-Durchla¨ssigkeit des humanen Epithels ist nach Stanley um den
Faktor 3,4 geringer als die des Endothels, fu¨r Na+ um den Faktor 100 [Stanley
1972]. Schu¨tte gibt als relative Diffusionswidersta¨nde fu¨r die Gesamtelektrolyte in
den Geweben Epithel, Stroma und Endothel Werte im Verha¨ltnis von 2000:1:10
an [Schu¨tte 1987]. Der ho¨here Widerstand im Vergleich zu Stanley ergibt sich
aus der Messung der Gesamtelektrolyte, wobei auch die gro¨ßeren, langsamer dif-
fundierenden zwei- und dreiwertigen Ionen in den Wert mit eingingen. Der An-
teil der Ionen, die auf der parazellula¨ren Route das Endothel passieren, liegt bei
>99% [Hodson undWigham 1987]. Im Vergleich zu den Unterschieden der Dif-
fusionswidersta¨nde fu¨r Ionen zwischen Endothel und Epithel (Faktor 100–200, je
nach Ionenart), scheint der Unterschied fu¨r den Diffusionswiderstand des Wasser
mit einem Faktor von 3,4 eher gering zu sein. Nach Hodson ist fu¨r das Stroma,
einem azellula¨ren Gewebe, die Permeabilita¨t fu¨r Wasser ungefa¨hr dieselbe wie fu¨r
Elektrolyte [Hodson und Wigham 1987]. Aus den oben angegebenen Werten
fu¨r die Diffusionswidersta¨nde fu¨r Elektrolyte geht hervor, dass der Diffusionswi-
derstand fu¨r Wasser innerhalb des Stromas im Vergleich zum Endothel gering
und im Vergleich zum Epithel bedeutungslos ist.
Der Wasserhaushalt des Stromas ist, wie aus dem oben genannten Ausfu¨h-
rungen hervorgeht, ein dynamisches Fließgleichgewicht. Von der Augenkammer
diffundiert Wasser durch den hydrostatischen und osmotischen Druck angetrie-
ben in das Stroma ein. Von der Tra¨nenflu¨ssigkeit wird der Fluss des Wassers
nur durch osmotischen Druck angetrieben. Gleichzeitig wird zur Aufrechterhal-
tung einer konstanten Hydratisierung des Stromas Wasser durch aktive Prozesse
wieder entfernt. Dieser Prozess erfolgt mit einer konstanten Kapazita¨t an der
Endothelseite und einer sympathisch gesteuerten Kapazita¨t auf der Epithelseite.
Es ist zu vermuten, dass durch eine Erho¨hung der Aktivita¨t des Cl−-Carriers
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auf die dreifache Transportkapazita¨t fu¨r Ionen durch DPE, damit im gleichen
Ausmaß auch fu¨r die Wassermenge, eine deutliche Verschiebung dieses Fließ-
gleichgewichtes erfolgt. Die u¨ber das Epithel versta¨rkt ausgeschiedene Wasser-
menge fu¨hrt zu einer sich versta¨rkenden Hypertonie des Stromas. Das dadurch
zunehmende Gefa¨lle des osmotische Drucks hat (auch als Ausgleich zum Erhalt
des Hydratisierungsniveau des Stromas) einen versta¨rkten passiven Einstrom von
Wasser aus dem umliegenden Gewebe zur Folge. Die Unterschiede in den Diffu-
sionswidersta¨nden gegenu¨ber Wasser (s. o.) von Endothel und Epithel bedingen,
dass >75% des Wassers durch den Einstrom aus dem Kammerwasser u¨ber das
Endothel erfolgen mu¨ssen. Nicht eingerechnet ist hier der diesen Weg zusa¨tzlich
fo¨rdernde hydrostatische Druck in der Augenkammer.
In der Summe ergibt aus diesen U¨berlegungen sich ein gerichteter Wasserstrom
vom Kammerwasser in die Tra¨nenflu¨ssigkeit durch die Applikation von DPE. Ein
Modellversuch sollte die theoretischen Voru¨berlegungen pru¨fen. Ein messbarer
Strom von Wasser wu¨rde eine weitere Ausstro¨mungsmo¨glichkeit fu¨r das Kam-
merwasser aus der Augenkammer neben den bestehenden Wegen beweisen, und
damit zu einem Teilbetrag bei der Senkung des IOP werden.
8.3 Entwicklung einer Modellzelle
8.3.1 Anforderungen an die Zelle
Um messbare Effekte erzielen zu ko¨nnen, ist ein Druck notwendig, der deutlich
ho¨her als der IOP, auch als der pathologische IOP mit > 21mmHg ist. Ziel
war eine Zelle, die im Niederdruckbereich bis 5 bar verwendbar ist. Das Dona-
torkompartiment musste eine ausreichende Befu¨llung zulassen, um u¨ber die zu
erwartende Versuchsdauer von mehreren Stunden ohne O¨ffnung und damit ohne
Druckwechsel auszukommen. Dieser Druckwechsel wu¨rde eine zusa¨tzliche mecha-
nische Belastung der Cornea bedeuten und musste deshalb auf ein Minimum
reduziert werden. Besonderes Augenmerk war auf die Einspannvorrichtung fu¨r
die Corneae zu legen. Das Gewebe durfte nicht durch Klemm- oder Schereffekte
bescha¨digt werden. Dies galt insbesondere dann, wenn die mechanischen Belas-
tungen durch den anliegenden Druck versta¨rkt wurden. Die Halterung war so
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anzulegen, dass ein teilweises Verrutschen der Cornea verhindert wird. Die Auf-
fangvorrichtung fu¨r das Wasser war so zu gestalten, dass dieses nicht verdunsten
konnte.
8.3.2 Technische Beschreibung
Ein druckfester, kaskadierbarer Membran-Mikro-Reaktor aus der Abfallwirtschaft
(s. Abb. 8.1) diente als Versuchszelle. Somit war eine Beaufschlagung des Do-
natorkompartiments mit geringen Dru¨cken mo¨glich. Zur Druckerzeugung ist im
vorliegenden Fall entweder die Verwendung von Druckgasen oder die Erzeugung
eines hydrostatischen Drucks praktikabel.
Der Durchmesser des Reaktorraums betra¨gt 10mm, die verfu¨gbare Membran-
fla¨che 0,78 cm2. Die zwei Modulha¨lften des Reaktors bestehen aus Plexiglas und
werden mit vier Schrauben (M4) druckfest gegeneinander verschraubt. Zur Ab-
dichtung waren O-Ringe vorgesehen, deren Funktion fu¨r die vorliegenden Versu-
che durch eine Anpassung von Form und Gro¨ße auf die Fixierung der Cornea
erweitert wurden.
Zum Erfassen des Flows von Wasser musste am Auslauf des Akzeptorkompar-
timents eine zusa¨tzliche Vorrichtung zum Auffangen des Wassers angebracht wer-
den, die eine Verdunstung des ausgetretenen Wassers auch u¨ber den Zeitraum von
mehreren Stunden verhindern sollte. Gleichzeitig durfte die Auffangvorrichtung
nicht dicht abschließen, um den Aufbau eines Gegendrucks am Auslauf der Zel-
le zu verhindern. Realisiert wurden diese Anforderungen durch ein Auffanggefa¨ß
mit dichtem Anschluss aus flexiblem Kunststoff am Auslaufrohr der Zelle und ei-
ner extrem kleinen Druckausgleichso¨ffnung (Ø=0,5mm), des Weiteren durch die
Verwendung von saugfa¨higen Zellulosestoffen im Auffanggefa¨ß, die durch kapil-
lare Aufnahme und Chemisorption des anfallenden Wassers dessen Verdunstung
zusa¨tzlich stark behindern.
Der notwendige Druck wurde u¨ber ein Reduzierventil einem Druckgasbeha¨lter
(max. 200 bar) mit Carbogen-Gas entnommen und u¨ber handelsu¨bliche Infusions-
schlauchsysteme der Zelle zugefu¨hrt.
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Abbildung 8.1: Konstruktionszeichnung des genutzten Membran-Mikro-Reaktors
[Albrecht 1999]
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8.4 Versuchsdurchfu¨hrung
Die entwickelte Druckzelle dient der Simulation des Kammerwasserdruckes auf
die Cornea. Zum Erhalt von realisierbaren Analysenzeiten und messbaren Durch-
trittsmengen wird mit einem im Vergleich zu den physiologischen Gegebenheiten
stark gesteigerten Druck von 2 bar gearbeitet. Um einen erho¨hten Ausstrom von
Kammerwasser durch die Cornea zu simulieren, wurde die Perfusionsrichtung von
endothelial nach epithelial festgelegt. Die Untersuchung der Fließgleichgewichte
fu¨r das Wasser an den U¨berga¨ngen Endothel, Stroma und Epithel im Einzelnen
war nicht vorgesehen. Es sollte der Gesamtdurchlauf gemessen werden.
Mit Hilfe verschiedener Untersuchungslo¨sungen (s. Tab. 8.1) sollte der Einfluss
von DPE und ausgewa¨hlten Cyclodextrinen auf den Durchtritt von Wasser durch
die Cornea untersucht werden.
Tabelle 8.1: Lo¨sungen fu¨r die Inkubation der Corneae vor der Druckpermeation
und zum Befu¨llen des Donatorkompartiments
Puffer pH7,4
Puffer pH7,4 mit 2,58mmol· l−1 DPE
Puffer pH7,4 mit 10,32mmol· l−1 α-CD
Puffer pH7,4 mit 10,32mmol· l−1 β-CD
Puffer pH7,4 mit 2,58mmol· l−1 DPE und 10,32mmol· l−1 α-CD
Puffer pH7,4 mit 2,58mmol· l−1 DPE und 10,32mmol· l−1 β-CD
Fu¨r die Versuche wurden frische Rinder- bzw. Schweineaugen vom Schlacht-
hof bezogen. Die Corneae wurden abpra¨pariert und 30min in 10ml der Unter-
suchungslo¨sung bei 33 ◦C inkubiert, um in den Geweben, insbesondere dem Cor-
neaepithel, die DPE-Konzentration zu erho¨hen und durch den Einfluss der CD
eine
”
Vorscha¨digung“ zu erzielen. Auch diffundieren in der Druckzelle DPE und
die CD von der Endothelseite aus in das Gewebe ein; die dafu¨r notwendige Zeit-
spanne bis zum Erreichen einer wirksamen Konzentration von DPE im Epithel
sollte auf diese Weise vermieden werden, um die langen Versuchszeiten nicht wei-
ter auszudehnen. Danach kamen die Corneae in die Haltevorrichtung der Zelle.
Nach Verschließen der Zelle wurde das Donatorkompartiment mit derselben Un-
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tersuchungslo¨sung befu¨llt und ein Druck von 2,0±0,1 bar u¨ber einen Zeitraum
von 300min angelegt. Die an der Epithelseite ausgetretene Wassermenge wurde
aufgefangen und ihre Masse ermittelt.
8.5 Ergebnisse
Im Ergebnis dieser Versuche kam es zu einer deutlichen Vera¨nderung der die
Cornea passierenden Wassermenge. Dieses Resultat war sowohl beim Einsatz der
Rinder- als auch beim Einsatz von Schweinecornea zu beobachten. In Tabelle
8.2 sind die Wassermengen, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen die
Corneae passiert haben, zusammengefasst.
Tabelle 8.2: Ergebnisse des forcierten Wasserdurchtritts, Gesamtmenge
nach 300min in Abha¨ngigkeit unterschiedlich zusammengesetzter Untersu-
chungslo¨sungen; x¯± s, n=5, *p<0,05 (Vergleich: Puffer)
eingesetzte Wassermenge [mg]
Untersuchungslo¨sung Rindercornea Schweinecornea
Puffer 31,4±5,6 67,5±10,2
Puffer+β-CD 34,8±4,1 67,6±12,1
Puffer+DPE 59,5±5,8 * 144,7±17,4 *
Puffer+DPE+β-CD 61,9±7,0 * 146,3±16,8 *
Puffer+α-CD 191,7±165,4 47,5±5,5
Puffer+DPE+α-CD 226,6±107,8 49,5±4,8
Die Abbildungen 8.2 und 8.3 stellen die erhaltenen Werte graphisch dar. Die
Ergebnisse zeigen den Wasserfluss unter den Versuchsbedingungen sowohl durch
Rinder- als auch durch Schweinecornea. Dabei ist der Wert bei der Verwendung
der Puffer-Untersuchungslo¨sung fu¨r Schweinecornea etwa doppelt so groß wie
beim Rind. Die erheblich gro¨ßere Dicke der Rindercornea im Vergleich zu Schwei-
necornea ko¨nnte dieses Ergebnis hinreichend erkla¨ren. Eine Zugabe von β-CD
zum Puffer hat offensichtlich keinerlei Auswirkungen auf die gemessene Wasser-
menge.
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Anders sehen die Verha¨ltnisse beim Einsatz von DPE aus. Bei beiden Spezies
steigt der Flow etwa auf den doppelten Wert der gemessenen Ergebnisse bei den
Versuchen mit Puffer. Eine gemeinsame Anwendung von DPE und β-CD ergibt
dieselbe Durchtrittsmenge, wie bei der Anwendung von DPE allein.
Ein anderes Verhalten zeigte sich unter Einfluss von α-CD gefunden. Bei den
Untersuchungen mit Rindercornea sprechen die Werte fu¨r eine extremen Steige-
rung des Wasserdurchflusses; der hohe Fehler weist aber auf starke individuelle
Schwankungen hin, sodass sich, statistisch gesehen, kein signifikanter Unterschied
zum Pufferwert errechnet.
Anders ist das Ergebnis bei den Schweinecorneae, die mit α-CD behandelt
wurden. Hier kommt es scheinbar zu einer leichten Absenkung des Flows, die aber
nicht signifikant ist. Eine Kombination mit DPE zeigt keine messbare A¨nderung
der Resultate im Vergleich zu den Untersuchungswerten mit α-CD.
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Abbildung 8.2: Ergebnisse des forcierten Wasserdurchtritts durch Rindercornea,
Gesamtmenge nach 300min in Abha¨ngigkeit von unterschiedlich zusammenge-
setzten Untersuchungslo¨sungen; x¯± s, n=5, *p<0,05 (Vergleich: Puffer)
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Abbildung 8.3: Zusammenstellung der Ergebnisse des forcierten Wasserdurch-
tritts durch Schweinecornea, Wassermenge nach 300min in Abha¨ngigkeit von
unterschiedlich zusammengesetzten Untersuchungslo¨sungen; x¯±s, n=5, *p<0,05
(Vergleich: Puffer)
8.6 Diskussion
8.6.1 Modell-Theorie
Die Ergebnisse zeigen eine ≈ 100%ige Steigerung des Volumenstroms an Wasser
durch den Einsatz von DPE sowohl bei Rinder- als auch bei Schweinecornea.
Damit scheint sich die Anfangsannahme einer Erho¨hung des Wasserausstroms zu
besta¨tigen.
Der Einfluss der Cyclodextrine auf den Volumenstrom des Wasser scheint
hingegen vom Typ anha¨ngig. β-CD beeinflusst weder bei Rinder- noch Schwei-
necornea den Flow. Die signifikante Erho¨hung der Werte durch die Kombina-
tion DPE/β-CD liegt in der Gro¨ßenordnung der Werte der CD-freien Untersu-
chungslo¨sung und du¨rfte insofern dem Arzneistoff zuzuordnen sein. Ganz anders
der Einfluss des α-CD. Sowohl der extreme Anstieg des Volumenstroms beim
Rind als auch die Verringerung beim Schwein haben vermutlich ihre Ursache in
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der bekannten cornealen Toxizita¨t (s. a. Kap. 3.4), die sich bei den verschiedenen
Spezies unterschiedlich bemerkbar macht. Wa¨hrend es beim Rind mo¨glicherweise
zu einer Auflockerung der die Diffusionsbarriere bildenden Zellschichten in unter-
schiedlichem Maße kommt und so ein hoher Volumenstrom resultiert, scheint sich
das Zellgewebe beim Schwein zu verha¨rten, so dass es dem Wasserstrom einen
erho¨hten Widerstand entgegensetzt.
Der einzige Einflussfaktor, der zu einheitlichen und konstanten Ergebnissen
fu¨hrt, ist das DPE. Auf der Grundlage der Erho¨hung des Volumenstroms V˙ soll
im Folgenden ein vereinfachtes Volumenstrommodell erstellt werden.
V˙Eingang = V˙Ausgang
(Eingangsvolumenstrom = Ausgangsvolumenstrom)
V˙Augenkammer = V˙SchlemmKanal + V˙Ru¨ckdiffusion + V˙Uveo−skl. (8.1)
Da die Versuche an Rinder- und Schweinecornea gezeigt haben, dass sie fu¨r
proteinfreie Ultrafiltrate (s. Kap. 8.2) unter den Versuchsbedingungen bedingt
durchla¨ssig (V˙Cornea,Rind=0,105µl·min−1; V˙Cornea,Schwein=0,225µl·min−1) und bei
DPE (V˙Cornea,Rind,DPE=0,198µl·min−1; V˙Cornea,Schwein,DPE=0,482µl·min−1) rela-
tiv gesehen sogar besonders durchla¨ssig sind (Steigerung auf 200% !), muss Glei-
chung 8.1 wie folgt erweitert werden.
V˙Augenkammer = V˙SchlemmKanal + V˙Ru¨ckdiffusion + V˙Uveo−skl. + V˙Cornea (8.2)
Da aus Messungen am intakten menschlichen Auge der Volumenstrom in der
Augenkammer mit V˙Augenkammer=2µl·min−1 als konstante Eingangsgro¨ße bekannt
ist [Thews et al. 1999], muss gema¨ß der Kontinuita¨tsgleichung (Gl. 8.3), d. h.
Konstanthaltung der Eingangs- und Ausgangsvolumenstro¨me, gelten, dass bei in-
kompressiblen Flu¨ssigkeiten ebenfalls 2µl·min−1 aus der Augenkammer abfließen.
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V˙ = A1 · w1 = A2 · w2 = konst. (8.3)
mit V˙ = A · w
V˙ . . . Volumenstrom [m3 · s−1]
A . . . Sto¨mungsfla¨che [m2]
w . . . mittlere Stro¨mungsgeschwindigkeit [m · s−1]
Bedingt durch den diastolischen Druck der Kapillaren im Ziliarko¨rper kann
der IOP nicht beliebig steigen, sondern nur bis zu dem Grenzwert, an dem
der IOP auf dem Druckniveau der Kapillaren liegt. Trotz der Drucksteigerung
fließt das Kammerwasser ab. Das setzt voraus, dass sich die partiellen Volu-
menstro¨me (V˙SchlemmKanal, V˙Ru¨ckdiffusion, V˙Uveo−skl., V˙Cornea) vera¨ndern. Da sich
bei Drucka¨nderungen die Zusammensetzung des als Ultrafiltrat entstehenden
Kammerwassers nicht a¨ndert, kann gema¨ß dem 1. Fick’schen Diffusionsgesetz
(s. a. Kap. 7.2.4.2) der ru¨ckdiffusionsbedingte Volumenstrom (V˙Ru¨ckdiffusion) als
konstant angesehen werden. Gleiches gilt in erster Na¨herung fu¨r den Volumen-
strom u¨ber Drainagen (V˙Drainage), da er durch die vorhandenen Porendurchmes-
ser (Ro¨hren) bedingt ist. Durch das Einsetzen konstanter Werte vereinfacht sich
Gleichung 8.2 in erster Na¨herung zu Gleichung 8.4.
V˙Augenkammer = V˙SchlemmKanal + V˙Cornea + V˙konstant (8.4)
Somit kann bei den weiteren Betrachtungen unter der Pra¨misse, dass die par-
tiellen Anteile (x, y, z) des Ausgangsvolumenstroms (a¨hnlich dem Molenbruch)
gleich Eins zu setzen sind (x+y+z = 1), Gleichung 8.4 um die partiellen Anteile
zu einem Volumenstrommodell erweitert werden (Gl. 8.5).
V˙Augenkammer = x · V˙SchlemmKanal + y · V˙Cornea + z · V˙konstant (8.5)
Geht man davon aus, dass am intakten Auge der Hauptteil des einfließenden
Kammerwassers u¨ber den Schlemm´schen Kanal abfließt, so wird der Rest u¨ber
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die Konstanten und, wie die Versuche gezeigt haben, z. T. u¨ber die Cornea ab-
fließen. Als Beispiel (Gl. 8.6) seien hier folgende partielle Anteile gewa¨hlt: x=0,8;
y=0,1 und z=0,1.
V˙Augenkammer = 0, 8 · V˙SchlemmKanal + 0, 1 · V˙Cornea + 0, 1 · V˙konstant (8.6)
Da aus den Versuchen hervorgeht, dass durch den Einsatz von DPE (s. Kap.
8.5) das Durchflussvolumen der Cornea auf das Doppelte gesteigert werden kann,
wird aus Gleichung 8.6 ersichtlich, dass der Kammerwasservolumen-Beiwert y bis
auf 0,2 (20%) ansteigen kann und unter den Modellvorgaben fu¨r die Startwerte
von x, y und z somit eine fast 13%-ige Verminderung des Volumenstroms am
Schlemm´schen Kanal durch den cornealen Abfluss aufgefangen werden kann.
Es sei an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dass die in-vitro-Versuche
an pra¨parierten Rinder- und Schweinecorneae modellhaften Charakter tragen und
ihre U¨bertragung auf physiologische Bedingungen nicht unmittelbar mo¨glich ist.
Zum einen sind die angewendeten Labordru¨cke sehr hoch, zum anderen sind
die weiteren positiven, d. h. filtrationsbeschleunigenden Effekte durch die ho-
hen Dru¨cke am intakten Gewebe nicht mehr vorhanden. So sind im Modell
z. B. folgende Parameter vera¨ndert: Porenstruktur, mo¨gliche Bru¨ckenbildungen,
Temperatur-, Dichte- und dynamische Viskosita¨tsbeeinflussungen sowie Auto-
regulationsprozesse (O¨ffnung von spannungs- und dehnungsabha¨ngigen Ca2+-
Kana¨len; lokaler Anstieg des CO2-Partialdrucks und der H
+-Konzentration, die
eine Erho¨hung der AMP- und ADP-Konzentrationen bewirken und daher zur
Vasodilatation fu¨hren). In diesem Zusammenhang sei auch auf die gute Filtrier-
barkeit kleiner Teilchen, wie H2O, Na
+, Glucose und Harnstoff in Geweben (z. B.
Niere) hinzuweisen.
8.6.2 Modell-Rechnung am Beispiel Schweinecornea
Fu¨r eine Modellrechnung ist die Verwendung der mit der Schweinecornea erhal-
tenen Werte den Ergebnissen der Rindercornea vorzuziehen, weil die Schweine-
cornea in Gro¨ße und Dicke der menschlichen Cornea wesentlich na¨her ist.
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Der Volumenstrom aus Gefa¨ßen (als Modell fu¨r den Bulbus) wird nach Glei-
chung 8.7 wie folgt berechnet:
V˙ = Aµ
√
2gh (8.7)
V˙ . . . Volumenstrom [m3 · s−1]
A . . . Ausstro¨mfla¨che [m2]
µ . . . Ausflusszahl (Reibungskennzahl an Kanten)
g . . . Fallbeschleunigung [m · s−2]
h . . . Druckho¨he [m]
Setzt man fu¨r die Druckho¨he h = p
%g
und stellt nach A um, erha¨lt man eine
Gleichung fu¨r die effektive Ausstro¨mfla¨che (Gl. 8.8).
A =
V˙
µ ·
√
2
p
%
(8.8)
p . . . Druck [Pa; kg ·m−1 · s−2]
% . . . Dichte [kg ·m−3]
Mit Hilfe der Gleichung 8.8 la¨sst sich unter Einsetzen der bekannten Wer-
te eine effektive Ausstro¨mfla¨che (als Summe der effektiven Ausstro¨mfla¨chen von
Schlemm´schem Kanal, Ru¨ckdiffusion, uveo-skleralen Weg und der Cornea) fu¨r
das Kammerwasser errechnen. Bekannt sind: der Volumenstrom (Kammerwasser-
bildung im menschlichen Auge) V˙=2µl·min−1, der Druck (aus dem Bereich des
normalen Augeninnendrucks) p=15mmHg (=2 kPa), die Dichte (des Kammer-
wassers, im Modellversuch des Puffers) % ≈ 1 g·cm−3 und die Ausflusszahl (fu¨r
rundliche O¨ffnungen) µ=0,97.
Es la¨sst sich somit eine scheinbare effektive Ausstro¨mfla¨che fu¨r das Kammer-
wasser am menschlichen Augen modellhaft berechnen. Sie betra¨gt A=17,16µm2.
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Diese effektive Ausstro¨mfla¨che verringert sich beim Glaukom durch mechani-
sche Behinderung des Abflusses bzw. Gewebsvera¨nderungen in den Abflusswegen.
Fu¨r einen beispielhaften pathologischen IOP von 40mmHg verringert sich A auf
10,51µm2 als Ausdruck der pathologischen Vera¨nderungen.
Wie aus Gleichung 8.7 hervorgeht, ist V˙ ∼ √p. Damit lassen sich die Volu-
menstro¨me durch die Cornea (V˙Cornea) bei normalem IOP (15mmHg) aus den
experimentellen Werten (2 bar) errechnen. Der Volumenstrom ohne DPE-Einfluss
betra¨gt demnach V˙Cornea=0,0225µl·min−1. Durch die Applikation von DPE steigt
der Volumenstrom auf V˙Cornea,DPE=0,0482µl·min−1. Die korrespondierende effek-
tive Ausstro¨mfla¨che der Cornea betra¨gt demnach ACornea=0,193µm
2 ohne bzw.
ACornea,DPE=0,414µm
2 unter DPE-Einfluss.
Um die Differenz von ACornea,DPE-ACornea =0,221µm
2 erho¨ht sich die verfu¨g-
bare effektive Ausstro¨mfla¨che und fu¨hrt damit zu einer Drucksenkung im Auge.
Fu¨r das Modell lassen sich unter vereinfachenden Annahmen mit Hilfe von Glei-
chung 8.9 (aus Gl. 8.7) die resultierenden Dru¨cke bei sich vera¨ndernden effektiven
Ausstro¨mfla¨chen berechnen.
p =
%
2
(
V˙
µA
)2
(8.9)
Vernachla¨ssigt werden bei der Berechnung die Tatsachen, dass der Volumen-
strom der Cornea abha¨ngig ist von p (V˙ ∼ √p), die Ausstro¨mfla¨che der Cornea
abha¨ngig ist von V˙ und p (A ∼ V˙ ; A ∼ √p) und das µ als Ausflusszahl von der
Art der verschiedenen Gewebe und von ihrer strukturellen Vera¨nderung abha¨ngig
sind. Wa¨hrend µ nur durch Untersuchungen der einzelnen Gewebe erfassbar wa¨re,
ließen sich die beiden erstgenannten Parameter exakt fu¨r den zeitlichen Druck-
abfall (
dp
dt
) nach DPE-Applikation mit Hilfe eines Differenzial-Gleichungssystems
errechnen. Wie sich aus den Ausfu¨hrungen in Kap. 7.2.4 ergibt, mu¨ssten fu¨r
eine exakte Berechnung neben dem Druck und der Zeit alle drei Raumdimen-
sionen, ebenso die bisher vernachla¨ssigte Viskosita¨t und die Temperatur in das
Gleichungssystem aufgenommen werden.
Als Konsequenz der Vereinfachung ergibt die Berechnung des Druckabfalls
fu¨r einen fiktiven Glaukomfall mit einem IOP von 40mmHg (und einer effektiven
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Ausstro¨mfla¨che von 10,51µm2, s. o.), dass durch die Zunahme der Ausstro¨mfla¨che
um 0,221µm2 ein Absinken des IOP auf ≈ 38,5mmHg erfolgt. Das entspricht in
Bezug auf die Differenz zum Ziel-IOP (im mathematischen Modell 15mmHg)
einem Anteil an der Drucksenkung von ≈ 6,1%.
Ein aus den theoretischen U¨berlegungen abgeleiteter Ausstrom von Kammer-
wasser durch die Cornea, der durch DPE versta¨rkt wird, ließ sich im Modell-
versuch besta¨tigen. Die Umrechnung der Verha¨ltnisse auf physiologische Dru¨cke
belegt unter den o. g. Einschra¨nkungen, dass eine praxisrelevante Stro¨mung von
Wasser aus der Augenkammer durch die Cornea in die Tra¨nenflu¨ssigkeit theore-
tisch mo¨glich ist.
Kapitel 9
Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss ausgewa¨hlter Cyclodextrine
auf die Esterspaltung von Dipivefrin im isolierten Epithel der Cornea und durch
das Reinenzym Butyrylcholinesterase sowie mit den Wechselwirkungen der aus-
gewa¨hlten Cyclodextrine mit Dipivefrin in vitro und mit dem cornealen Gewebe.
Der Einfluss der Cyclodextrine auf das Permeationsverhalten von Dipivefrin und
der Einfluss von Cyclodextrinen und Dipivefrin auf die Permeation von Wasser
durch die Cornea wurden modellhaft untersucht.
Folgende Cyclodextrine wurden in die Untersuchungen einbezogen: α-, β- und
γ-Cyclodextrin und ihre jeweiligen hydroxypropylierten Derivate.
Enzymatische Untersuchungen Gegenstand dieser Studie war der enzyma-
tische Abbau des Prodrugs Dipivefrin durch das stoffwechselaktive Corneaepithel.
Als Ausgangsmaterial dienten isolierte Rinderaugen. Im Homogenat des Epithels
und gleichermaßen unter dem Einfluss von Butyrylcholinesterase fand die en-
zymatische Spaltung von Dipivefrin statt und die Wirkform Epinephrin wurde
quantifiziert.
Die Einflussnahme der getesteten Cyclodextrine auf die Esterhydrolyse zeigte
sich in einer typ- und konzentrationsabha¨ngigen Erho¨hung bzw. Verminderung
der Abbauraten von Dipivefrin. α- und HP-α-Cyclodextrin waren ohne Einfluss
auf die hydrolytische Aktivita¨t von Epithelhomogenat und Butyrylcholinesterase.
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Demgegenu¨ber fu¨hrte der Einsatz von β- und HP-β-Cyclodextrin zu einer
vergleichbaren, mit steigender Cyclodextrin-Konzentration zunehmenden starken
Hemmung der Hydrolyse von Dipivefrin. Die Effekte im Epithelhomogenat waren
wesentlich sta¨rker ausgepra¨gt als bei Versuchen mit dem Reinenzym Butyrylcholi-
nesterase. Diese Differenz erkla¨rt sich mo¨glicherweise mit dem Vorhandensein von
unspezifischen Esterasen im Epithelhomogenat, derer Aktivita¨t ebenfalls durch
die Cyclodextrine beeinflussbar ist.
γ- und HP-γ-Cyclodextrin erho¨hen in niedriger Konzentration die Hydrolyse-
rate von Dipivefrin. Mit steigender Konzentration geht dieser Effekt im Epithel-
homogenat verloren, bei der Butyrylcholinesterase kommt es zu eine Umkehr des
Effektes mit steigender Konzentration.
Einen Einfluss auf die Hydrolyse von DPE durch die Hydroxypropylierung
der Cyclodextrine konnte nicht gefunden werden; daher sind die gefundenen Re-
aktivita¨ten der jeweiligen CD-Kavita¨t zuzuschreiben.
Wechselwirkungen der Cyclodextrine mit Dipivefrin Verschiedene Me-
thoden zur Charakterisierung der Dipivefrin/Cyclodextrin-Wechselwirkung wur-
den angewandt. Dabei lag das Augenmerk auf dem direkten Nachweis einer Wech-
selwirkung in wa¨ssriger Lo¨sung.
Mit keiner der verwendeten Methode war eine Wechselwirkung des Arznei-
stoffes mit α- bzw. HP-α-Cyclodextrin in wa¨ssriger Lo¨sung nachweisbar.
β- und HP-β-Cyclodextrin zeigten mit den Verfahren Ultrafiltration, HPLC
und UV-Spektroskopie eine Wechselwirkung mit Dipivefrin in wa¨ssriger Lo¨sung.
Mittels 1H-NMR- Spektroskopie war eine Wechselwirkung zwischen Dipivefrin
und HP-β-Cyclodextrin in DMSO nachweisbar (weitere CD nicht gepru¨ft).
Fu¨r γ- und HP-γ-Cyclodextrin ist aus dem chromatographischen und dem
UV-spektroskopischen Analysenverfahren ebenfalls eine, wenn auch nur schwache
Wechselwirkung mit DPE zu schließen .
Wechselwirkungen der Cyclodextrine mit dem cornealen Gewebe Die
Wechselwirkungen mit dem cornealen Gewebe wurden exemplarisch an α- und β-
Cyclodextrin untersucht. Elektronenmikroskopisch konnte eine Vera¨nderung der
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Stroma-Struktur durch die Cyclodextrine beobachtet werden, die durch die Kom-
bination mit Dipivefrin versta¨rkt wurde. DPE allein oder die Behandlung mit dem
Puffermedium verursachten diese Vera¨nderungen nicht.
Mittels thermoanalytischer Untersuchungen konnte eine reversible Wechsel-
wirkung zwischen β-Cyclodextrin und cornealem Gewebe nachgewiesen werden.
Bei α-Cyclodextrin erwiesen sich die Wechselwirkungen als nicht reversibel.
Eine Quantifizierung der Einflussnahme der Cyclodextrine auf das cornea-
le Gewebe ist nach diesen Untersuchungen nicht mo¨glich. Die vorliegende Fest-
stellung der Wechselwirkung mit dem cornealem Gewebe macht keine Aussage
daru¨ber, ob sich in vivo physiologisch messbare und relevante Effekte ergeben
wu¨rden.
Permeationsbeeinflussung durch Cyclodextrine Die Cyclodextrine neh-
men z. T. auf Grund ihrer Wechselwirkung mit Dipivefrin und/oder mit dem
cornealen Gewebe einen messbaren und signifikanten Einfluss auf die Permeation
von Dipivefrin durch Schweinecornea.
Aus den enzymatischen Versuchen ist abzuleiten, dass die Cyclodextrine wa¨h-
rend des Verlaufs der Permeation z. T. auch die gleichzeitig im Corneaepithel
stattfindende Metabolisierung von Dipivefrin beeinflussen ko¨nnen.
α- Cyclodextrin verursacht einen schnellen Durchtritt (auf Grund der bekann-
ten cornealen
”
Toxizita¨t“ des α-CD) von Dipivefrin durch die Cornea, ohne dabei
auf die enzymatische Hydrolyse von Dipivefrin zu Epinephrin messbaren Einfluss
zu nehmen.
γ-Cyclodextrin bedingt durch seine Wechselwirkung mit Dipivefrin eine Ver-
ringerung der Permeationsrate von Dipivefrin. Die Hydrolyserate von Dipivefrin
wird dabei erheblich gesteigert — was als Folge niedriger Konzentrationen in
den stoffwechselaktiven Epithelzellen, analog zu den enzymatischen Versuchen,
zu sehen ist.
HP-β-CD vermag schon in niedrigen Konzentrationen durch seine ausgepra¨gte
Wechselwirkung mit Dipivefrin dessen Permeation nachhaltig zu vermindern. Die
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in den enzymatischen Versuchen festgestellte verringerte Hydrolyse von DPE
durch HP-β-CD macht sich in den Permeationsuntersuchungen nicht bemerkbar.
Auf Grund seiner guten Vertra¨glichkeit am Auge ko¨nnte der Einsatz von HP-
β-Cyclodextrin in dipivefrinhaltigen Ophthalmika fu¨r die Erzielung eines retar-
dierenden Effektes diskutiert werden.
Forcierte Permeation von Wasser durch die Cornea Die Permeation von
Wasser von endothelial nach epithelial, d. h. aus dem Inneren des Auges heraus,
durch eine Verschiebung des dynamischen Fließgleichgewichtes des Wasserhaus-
haltes im Stroma, verursacht durch Dipivefrin, war unter den Modellbedingungen
mit erho¨htem Druck sowohl fu¨r Rinder- als auch fu¨r Schweinecornea nachweisbar.
Dabei kam es jeweils zu einer Steigerung des Volumenstroms von Wasser in der
Gro¨ßenordnung von 100% gegenu¨ber Pufferlo¨sung.
Ein Einfluss von α- und β-Cyclodextrin auf die forcierte Permeation von Was-
ser konnte nicht nachgewiesen werden.
In der Umrechnung der Modelldaten auf physiologische Dru¨cke kommt es
zu praxisrelevanten Volumenstro¨men von Kammerwasser, die die Augenkammer
u¨ber die Cornea, also auf unkonventionelle Wege verlassen ko¨nnten. Aus den Mo-
delldaten errechnet sich fu¨r den cornealen Weg des Kammerwasserausstroms ein
Beitrag an der Senkung des intraokularen Drucks nach Applikation von Dipivefrin
als Antiglaukomatosum.
Auf Grund der notwendigen hohen Dru¨cke zum Erreichen eines messbaren
Volumenstroms ist eine eindeutige Beurteilung des gefundenen Effektes noch
nicht mo¨glich. Fu¨r weitere Untersuchungen ist eine Reduzierung der Dru¨cke,
nach Mo¨glichkeit bis in den physiologischen Bereich hinab, notwendig. Die zu
erwartenden geringen Volumenstro¨me stellen dabei sehr hohe Anforderungen an
die Analytik. Mit der bereits fu¨r die Messung der Diffusion von Arzneistoffen
direkt im Gewebe verwendeten konfokalen Lasermikroskopie oder dem Einsatz
von radioaktiv markiertem Wasser stehen mo¨glicherweise die geeignete Verfah-
ren hierfu¨r zur Verfu¨gung.
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Anhang A
Methoden
A.1 Gehaltsbestimmungen
A.1.1 UV/VIS-Spektroskopie
Zur Gehaltsbestimmung wurde ein Spektralphotometer (s. Anh. B) verwendet.
Mit Hilfe einer Stammlo¨sung DPE (100µg·ml−1) wurden Verdu¨nnungsreihen (5,
10, 20, 30, 40 und 50µg·ml−1) hergestellt und das Gera¨t bei einer Wellenla¨nge
von 220 nm kalibriert. Die aus den Messwerten errechnete spezifische Absorption
betra¨gt A1%1cm = 14, 6.
Von den Permeaten der Ultrafiltration wurden jeweils 300µl auf 800µl ver-
du¨nnt und in Halbmikroku¨vetten der Schichtdicke 1,000 cm vermessen.
A.1.2 HPLC (Dipivefrin, Epinephrin)
In Anlehnung an die Referenzmethoden fu¨r die verwendete Sa¨ule wurde eine
HPLC-Methode entwickelt, die die gleichzeitige Bestimmung von Dipivefrin und
Epinephrin erlaubt. Die Kalibrierung erfolgte u¨ber die Herstellung von Kalibrier-
standardlo¨sungen der externen Standards und in einem Konzentrationsbereich
von 0,005–1,0mg·ml−1. Fu¨r die im Anhang B genannten Gera¨te galten folgende
Versuchsbedingungen.
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Tabelle A.1: HPLC-Parameter fu¨r die Gehaltsbestimmung von Dipivefrin und
Epinephrin
Mobile Phase Acetonitril:Phosphatpuffer pH2,0 (30:60)
Fließgeschwindigkeit 2,0ml·min−1
Sa¨ule LiChrospherr 100, RP-18 (5µm, 125-4 (Merck))
Vorsa¨ule LiChrospherr 100, RP-18 (5µm, 4-4 (Merck))
Detektionswellenla¨nge 220 nm
Injektionsvolumen 20µl, Rheodyner (Rheodyne, Cotati, USA)
Externe Standards Dipivefrin-Hydrochlorid, Epinephrin
Sa¨ulen-Temperatur 30 ◦C
A.1.3 Polarimetrie
Zur analytischen Erfassung des mo¨glichen Durchtrittes von CD durch das Ul-
trafilter wurde die optische Aktivita¨t der CD ausgenutzt und die CD-Menge im
Ultrafiltrat polarimetrisch untersucht. Bei der Polarimetrie wird die Drehung der
Schwingungsebene von linear polarisiertem Licht ermittelt. Der gemessene Dre-
hungswinkel ist von einer Reihe von Faktoren abha¨ngig, von der Temperatur,
dem Lo¨sungsmittel, der Schichtdicke, der Wellenla¨nge und der Konzentration.
Die Gleichung A.1 beschreibt den Zusammenhang zwischen Drehungswinkel ei-
ner gelo¨sten Substanzprobe und deren Konzentration.
[α]20D =
1000 · α
c · l (A.1)
[α]20D . . . spezifische Drehung [Grad·ml·dm−1·g−1]
α . . . gemessener Drehungswinkel [Grad]
c . . . Konzentration [g·100ml−1] [%(m/V)]
l . . . Schichtdicke [cm]
Der Betrag der optischen Drehung und z. T. die Richtung ist von der ver-
wendeten Wellenla¨nge abha¨ngig. Diese Erscheinung nennt man Optische Rotati-
onsdispersion (ORD). Bei der
”
normalen Rotationsdispersion“ nimmt der Betrag
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der Drehung mit abnehmender Wellenla¨nge stetig zu. Dies wird ausgenutzt, um
die Empfindlichkeit der Messung zu erho¨hen. Anstelle der ha¨ufig verwendeten
Natrium-D-Linie (589 nm) werden Linien aus dem Spektrum einer Quecksilber-
dampflampe (578 nm, 564 nm, 436 nm, 365 nm, 253 nm) verwendet. Die fu¨r die
Messung mit dem Polarimeter (s. Anh. B) notwendigen Einstellungen und De-
tails sind in Tabelle A.2 aufgefu¨hrt.
Tabelle A.2: Gera¨tespezifische Einstellungen und Parameter bei der polarimetri-
schen Gehaltsbestimmung der Cyclodextrine
Wellenla¨nge 253 nm
Spaltbreite 0,4mm
Integrator 20 s
Ku¨vette ORD, 8867QS Quartz
2,002 cm, 1,3ml
Temperatur 20 ◦C
Zur Kalibrierung der Methode wurden die Drehwinkel der CD im Bereich von
0,05–1,00mmol·l−1 bestimmt. In dem betrachteten Intervall ist fu¨r alle CD eine
lineare Kalibrierung mo¨glich. Die Werte fu¨r die spezifische Drehung der einzelnen
CD sind Tabelle A.3 zu entnehmen.
Fu¨r die Messung der Durchla¨ssigkeit der Ultrafilter wurden von α-, HP-α-,
β-, HP-β-, γ- und HP-γ- Lo¨sungen mit einer Konzentration von 1,80mmol·l−1
hergestellt. Je 6 Zellen wurden mit 1,0ml CD-Lo¨sung beschickt. Es wurde in der
Zentrifuge ein Filtrationsvorlauf (5min bei 5000min−1) erzeugt, der verworfen
wurde. Danach begann die Filtration wa¨hrend 60min bei 5000min−1. Von den
erhaltenen Permeaten (6 mal ca. 0,7–0,8ml) wurden je zwei vereinigt, um das
notwendige Volumen fu¨r die Messzelle von 1,3ml zu erhalten und der Gehalt an
CD bestimmt.
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Tabelle A.3: Werte der spezifischen Drehung der Cyclodextrine
spezifische Drehung [α]20253
[Grad]
α-CD +1289
HP-α-CD +935,8
β-CD +1170
HP-β-CD +1047
γ-CD +1259
HP-γ-CD +1110
A.2 Bestimmung physikalisch-chemischer Para-
meter
A.2.1 pH-Wert
Der pH-Wert wurde mit einem System (s. Anh. B) mit automatischer Tempe-
raturkompensation gemessen. Vor jeder Messreihe erfolgte eine gera¨tespezifische
automatische Kalibrierung des Systems pH-Meter/Elektrode mit zwei der fu¨r
den vorgesehenen Messbereich geeigneten Pufferlo¨sungen aus einem Satz von
Lo¨sungen (pH4,01, pH 7,00, pH 9,21).
A.2.2 Osmolarita¨t
Die Osmolarita¨t wurde mittels eines Halbmikroosmometers (s. Anh. B) gemes-
sen. Zur Kalibrierung wurden bidestilliertes Wasser (0mOsmol·kg−1) und eine
1,2687%ige Natriumchloridlo¨sung (400mOsmol·kg−1) verwendet.
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A.3 U¨berpru¨fung der lagerungsbezogenen en-
zymatischen Aktivita¨t des Epithelhomoge-
nats
Nach der Herstellung der Cornea-Epithelhomogenate wurde ein Teil der Pro-
ben sofort fu¨r enzymatische Untersuchungen verwendet. Der diskontinuierliche
Zugang zum Organmaterial machte eine chargenweise Aufbewahrung von herge-
stelltem Homogenat unerla¨sslich. Von den bei -84 ◦C eingefrorenen Proben wurde
jeweils eine Probe der Charge fu¨r einen Vergleichsversuch verwendet. Mit ihr wur-
de die enzymatische Abbauleistung an DPE innerhalb von 90min gemessen und
mit den Werten von frisch verwendetem Homogenat verglichen. Die gemessenen
Vergleichsproben wurden nach maximaler Lagerdauer klassiert in den Gruppen:
Lagerdauer ≤1Monat, ≤3Monate und ≤6Monat. A¨ltere Chargen wurden nicht
verwendet, jedoch auch fu¨r 12Monate gelagertes Material Vergleichsbestimmun-
gen durchgefu¨hrt. Die Ergebnisse dieser vergleichenden Untersuchungen hinsicht-
lich der enzymatischen Aktivita¨t des Corneaepithels sind in Tabelle A.4 wieder-
gegeben.
Tabelle A.4: Enzymatische Epithelaktivita¨t nach Langzeitlagerung, DPE Umsatz
nach 90min; 10≤n≤22, p<0,05
Lagerzeit [Monate] DPE-Umsatz [%]
keine Lagerung 35±4,9
≤1 36±3,8
≤3 34±4,2
≤6 34±4,0
=12 30±2,2
Bei einer Lagerdauer bis zu 6Monaten bewegten sich die Schwankungen in
der Breite der individuellen Schwankungen der einzelnen Chargen von Frischma-
terial. Die gelagerten Homogenate sind ohne Einschra¨nkungen fu¨r die Versuche
verwendbar. Die Ergebnisse der 12-monatigen Lagerung sprechen dagegen fu¨r
eine Beschra¨nkung der Lagerungszeit.
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A.4 Statistik
In den Abbildungen und Tabellen werden die Mittelwerte der Messungen und ihre
Standardabweichung angegeben. Die Auswertungen erfolgten mit einer vorgege-
benen Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p<0,05). Die Pru¨fung auf signifikante
Unterschiede der Messreihen erfolgte bei gleichen Varianzen mit dem Student t-
Test, bei ungleichen Varianzen mit dem Welch t-Test (jeweils zweiseitig). Die
Pru¨fung auf Linearita¨t von Messwerten erfolgte durch lineare Regression nach
der Methode der kleinsten Quadrate.
Anhang B
Gera¨te
Gera¨t Hersteller
Polarimeter 241 MC Perkin Elmer GmbH, U¨berlingen
pH-Meter 766 Calimatic Knick GmbH, Berlin
pH-Elektrode SE 101 Kick GmbH, Berlin
Potter-S B. Braun AG, Melsungen
Schu¨ttelinkubator 3032 GFL mbH, Burgwedel
L-5025 Column Thermostat Merck, Darmstadt
L-4250 UV-Vis Detector Merck-Hitachi, Tokyo
Differential Refractometer RI-71 Merck, Darmstadt
L-6000 Pump Merck-Hitachi, Tokyo
D-6000 AIF Interface Merck-Hitachi, Tokyo
Halbmikro-Osmometer Typ Dig. L Knauer, Berlin
D 6000 HPLC-Manager Version 2 Merck, Darmstadt & Hitachi Instr.
Inc., San Jose USA
UV/VIS-Scanning Spectralphotometer Shimadzu Corporation, Japan
600MHz-Spektrometer,Typ AMX 600 Bruker, Karlsruhe
Zentrifuge: Medifuge 200 S, Heraeus, Hanau
Digitalthermometer DTM 1010 mit
Temperaturfu¨hler Typ 277 Thermometerwerk, Geraberg
(Flu¨ssigkeiten und Gase)
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Gera¨t Hersteller
Simultan-Thermo-Analyse STA 409 C
Meßteil
Netzsch, Sleb
TA-System-Controller TASC 414/3 Netzsch, Selb
Thermostat RTE-101 Neslab, Karlsruhe
Anhang C
Chemikalien
Substanz Bezugsquelle
Acetonitril Baker, Deventer
α-Cyclodextrin Wacker Chemie AG, Mu¨nchen
β-Cyclodextrin Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Butyrylcholinesterase Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim
Calciumchlorid Laborchemie Apolda, Apolda
Carbogen (5% CO2) in Sauerstoff Linde, Berlin
d Epifrinr 0,1% Pharm-Allergan GmbH, Ettlingen
Dinatriumhydrogenphosphat Laborchemie Apolda, Apolda
Dipivefrin-Hydrochlorid Klinge Pharma GmbH, Mu¨nchen
Epinephrin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
γ-Cyclodextrin Merck KGaA, Darmstadt
Glaucothilr 0,1% Alcon Pharma GmbH, Freiburg
Glucose Caelo, Hilden
Hydroxypropyl-α-Cyclodextrin Merck KGaA, Darmstadt
Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin Merck KGaA, Darmstadt
Hydroxypropyl-γ-Cyclodextrin Merck KGaA, Darmstadt
Kaliumchlorid Laborchemie Apolda, Apolda
Kaliumdihydrogenphosphat Laborchemie Apolda, Apolda
Magnesiumchlorid Laborchemie Apolda, Apolda
Magnesiumsulfat Laborchemie Apolda, Apolda
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Substanz Bezugsquelle
Natriumhydroxid Baker, Deventer
Natriumchlorid Caelo, Hilden
Natrimchloridlo¨sung 1,2687% Knauer,Berlin
Natriumhydrogencarbonat Laborchemie Apolda, Apolda
Phosphorsa¨ure Merck KGaA, Darmstadt
Pivalylsa¨ure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Alle verwendetet Chemikalien und Produkte entsprechen entweder den Vorschrif-
ten des Europa¨ischen Arzneibuches in der derzeit gu¨ltigen Fassung oder den An-
forderungen
”
research grad“ laut den Vorschriften der jeweiligen Hersteller.
Tabelle C.2: Eigenschaften der verwendeten Butyrylcholinesterase nach [Sigma
Technischer Service 2001]
Produkt Name Cholinesterase, Butyryl
Produkt Nummer C1057
CAS Nummer 9001085
Vertriebsform lyophilisiertes Pulver
Proteingehalt(Biuret-Methode) 21%
Enzymatische Aktivita¨t 1,660 units·mg−1
pH-Wert des Assay 8,0
Temperatur des Assay 37 ◦C
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Tabelle C.3: Zusammensetzung des Phosphatpuffers pH2,0 aus [Europa¨isches
Arzneibuch 3. Ausgabe 1997 1997]
[g·l−1]
Na2HPO4 8,95
KH2PO4 3,40
Tabelle C.4: Zusammensetzung des glucosehaltigen Vollelektrolytpuffers pH7,4,
286mOsmol (
”
Hanks´ Balanced Salt Solution“) [Sigma Cell Culture Re-
agents 1982]
[g·l−1]
CaCl2·2H2O 0,185
MgSO4 0,09767
KCl 0,40
KH2PO4 0,06
NaHCO3 0,35
NaCl 8,00
Na2HPO4 0,04788
Glucose 1,0
Anhang D
Abbildungen
D.1 Hydrolyse-Umsa¨tze im Epithel-Homogenat
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Abbildung D.1: Hydrolyse-Umsatz von DPE im Epithel-Homogenat nach 90min
in Anwesenheit von α- und HP-α-CD; x¯± s
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Abbildung D.2: Hydrolyse-Umsatz von DPE im Epithel-Homogenat nach 90min
in Anwesenheit von β- und HP-β-CD; x¯± s
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Abbildung D.3: Hydrolyse-Umsatz von DPE im Epithel-Homogenat nach 90min
in Anwesenheit von γ- und HP-γ-CD; x¯± s
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D.2 Hydrolyse-Umsa¨tze durch ButChE
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Abbildung D.4: Hydrolyse-Umsatz von DPE durch ButChe nach 90min in An-
wesenheit von α- und HP-α-CD; x¯± s
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Abbildung D.5: Hydrolyse-Umsatz von DPE durch ButChE nach 90min in An-
wesenheit von β- und HP-β-CD; x¯± s
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Abbildung D.6: Hydrolyse-Umsatz von DPE durch ButChE nach 90min in An-
wesenheit von γ- und HP-γ-CD; x¯± s
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D.3 Umsatz-Vergleich Homogenat vs. ButChE
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Abbildung D.7: Vergleich des Hydrolyse-Umsatzes von DPE im Homogenat und
durch ButChE nach 90min in Anwesenheit von α-CD; x¯± s
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Abbildung D.8: Vergleich des Hydrolyse-Umsatzes von DPE im Homogenat und
durch ButChE nach 90min in Anwesenheit von HP-α-CD; x¯± s
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Abbildung D.9: Vergleich des Hydrolyse-Umsatzes von DPE im Homogenat und
durch ButChE nach 90min in Anwesenheit von β-CD; x¯± s
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Abbildung D.10: Vergleich des Hydrolyse-Umsatzes von DPE im Homogenat und
durch ButChE nach 90min in Anwesenheit von HP-β-CD; x¯± s
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Abbildung D.11: Vergleich des Hydrolyse-Umsatzes von DPE im Homogenat und
durch ButChE nach 90min in Anwesenheit von γ-CD; x¯± s
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Abbildung D.12: Vergleich des Hydrolyse-Umsatzes von DPE im Homogenat und
durch ButChE nach 90min in Anwesenheit von HP-γ-CD; x¯± s
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D.4 Normierte Dipivefrin-Umsa¨tze
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Abbildung D.13: Normierter Dipivefrin-Umsatz im Epithelhomogenat und durch
ButChE in Abha¨ngigkeit von unterschiedlichen molaren Verha¨ltnisse von α-
CD:DPE
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Abbildung D.14: Normierter Dipivefrin-Umsatz im Epithelhomogenat und durch
ButChE in Abha¨ngigkeit von unterschiedlichen molaren Verha¨ltnisse von HP-α-
CD:DPE
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Abbildung D.15: Normierter Dipivefrin-Umsatz im Epithelhomogenat und durch
ButChE in Abha¨ngigkeit von unterschiedlichen molaren Verha¨ltnisse von β-
CD:DPE
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Abbildung D.16: Normierter Dipivefrin-Umsatz im Epithelhomogenat und durch
ButChE in Abha¨ngigkeit von unterschiedlichen molaren Verha¨ltnisse von HP-β-
CD:DPE
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Abbildung D.17: Normierter Dipivefrin-Umsatz im Epithelhomogenat und durch
ButChE in Abha¨ngigkeit von unterschiedlichen molaren Verha¨ltnisse von γ-
CD:DPE
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Abbildung D.18: Normierter Dipivefrin-Umsatz im Epithelhomogenat und durch
ButChE in Abha¨ngigkeit von unterschiedlichen molaren Verha¨ltnisse von HP-γ-
CD:DPE
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D.5 DPE-Konzentrationen der Ultrafiltration
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Abbildung D.19: Konzentration von DPE im Permeat der Ultrafiltration unter
Einfluss steigender Konzentrationen von α- und HP-α-CD, x¯, srel ≤ 0, 75%, n=3
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Abbildung D.20: Konzentration von DPE im Permeat der Ultrafiltration unter
Einfluss steigender Konzentrationen von γ- und HP-γ-CD, x¯, srel ≤ 0, 78%, n=3
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D.6 Permeatmengen der Ultrafiltration
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Abbildung D.21: Permeatmenge der Ultrafiltration unter Einfluss steigender Kon-
zentrationen von α- und HP-α-CD, x¯, n=3
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Abbildung D.22: Permeatmenge der Ultrafiltration unter Einfluss steigender Kon-
zentrationen von β- und HP-β-CD, x¯, n=3
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Abbildung D.23: Permeatmenge der Ultrafiltration unter Einfluss steigender Kon-
zentrationen von γ- und HP-γ-CD, x¯, n=3
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D.7 Normierte UV-Absorptionsa¨nderungen
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Abbildung D.24: Normierte UV-Absorptionsa¨nderung von DPE bei 263 nm als
Funktion der unterschiedlichen Molverha¨ltnisse CD:DPE
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Abbildung D.25: Normierte UV-Absorptionsa¨nderung von DPE bei 269 nm als
Funktion der unterschiedlichen Molverha¨ltnisse CD:DPE
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D.8 Prozentuale A¨nderung der Nettoretentions-
zeiten
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Abbildung D.26: Prozentuale A¨nderung der Nettoretentionszeiten von DPE in
Abha¨ngigkeit von verschiedenen Cyclodextrinen in der mobilen Phase
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D.9 Thermoanalytische Diagramme
Abbildung D.27: DTA/TG-Diagramm von DPE
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Abbildung D.28: DTA/TG-Diagramme, Inkubierte Probe mit DPE/β-CD in Puf-
fer gegen Vergleichswert mit reinem Puffer
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Abbildung D.29: DTA/TG-Diagramme, Inkubierte Probe mit DPE/β-CD in Puf-
fer nach zwei Nachinkubationen mit reinem Puffer gegen Vergleichswert mit rei-
nem Puffer
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Abbildung D.30: DTA/TG-Diagramme, Inkubierte Probe mit DPE/α-CD in Puf-
fer gegen Vergleichswert mit reinem Puffer
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Abbildung D.31: DTA/TG-Diagramme, Inkubierte Probe mit DPE/α-CD in Puf-
fer nach zwei Nachinkubationen mit reinem Puffer gegen Vergleichswert mit rei-
nem Puffer
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D.10 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Corneaschnitten, Vergro¨ßerung 320x
Abbildung D.32: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Corneaschnittes;
Probenaufbereitung nach erfolgter Inkubation der Cornea in Pufferlo¨sung pH7,4,
Vergro¨ßerung 320x bei 4,00 kV
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Abbildung D.33: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Corneaschnittes;
Probenaufbereitung nach erfolgter Inkubation der Cornea in Pufferlo¨sung pH7,4
unter Zusatz von DPE, Vergro¨ßerung 320x bei 4,00 kV
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Abbildung D.34: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Corneaschnittes;
Probenaufbereitung nach erfolgter Inkubation der Cornea in Pufferlo¨sung pH7,4
unter Zusatz von α-CD, Vergro¨ßerung 320x bei 4,00 kV
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Abbildung D.35: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Corneaschnittes;
Probenaufbereitung nach erfolgter Inkubation der Cornea in Pufferlo¨sung pH7,4
unter Zusatz von β-CD, Vergro¨ßerung 320x bei 4,00 kV
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Abbildung D.36: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Corneaschnittes;
Probenaufbereitung nach erfolgter Inkubation der Cornea in Pufferlo¨sung pH7,4
unter Zusatz von DPE und α-CD, Vergro¨ßerung 320x bei 4,00 kV
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Abbildung D.37: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Corneaschnittes;
Probenaufbereitung nach erfolgter Inkubation der Cornea in Pufferlo¨sung pH7,4
unter Zusatz von DPE und β-CD, Vergro¨ßerung 320x bei 4,00 kV
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D.11 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Corneaschnitten, Vergro¨ßerung 2000x
Abbildung D.38: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Corneaschnittes;
Probenaufbereitung nach erfolgter Inkubation der Cornea in Pufferlo¨sung pH7,4
unter Zusatz von DPE, Vergro¨ßerung 2000x bei 15,00 kV
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Abbildung D.39: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Corneaschnittes;
Probenaufbereitung nach erfolgter Inkubation der Cornea in Pufferlo¨sung pH7,4
unter Zusatz von DPE und α-CD, Vergro¨ßerung 2000x bei 15,00 kV
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D.12 Permeationen durch Schweinecornea
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Abbildung D.40: Permeierte Menge von DPE und wa¨hrend der Permeation en-
zymatisch gebildete Menge von EPI unter Zusatz von 123mmol·l−1 α-CD zum
Donator; x¯± s, n=3
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Abbildung D.41: Permeierte Menge von DPE und wa¨hrend der Permeation en-
zymatisch gebildete Menge von EPI unter Zusatz von 123mmol·l−1 γ-CD zum
Donator; x¯± s, n=3
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Abbildung D.42: Permeierte Menge von DPE unter Zusatz von 35, 70,
140mmol·l−1 HP-β-CD zum Donator; x¯± s, n=3
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Abbildung D.43: Enzymatisch gebildete Menge von EPI bei der Permeation von
DPE unter Zusatz von 35, 70, 140mmol·l−1 HP-β-CD zum Donator; x¯± s, n=3
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